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Préface- De la contingence d’un projet 
de thèse 
 
« Chaque fois que l'on redéroule le film de la vie, l'évolution prend une voie différente de 
celle que nous connaissons. On s’aperçoit que chaque nouvelle voie empruntée est tout aussi 
interprétable, tout aussi explicable a posteriori que celle qui a été réellement suivie et que 
nous connaissons. Mais la diversité des itinéraires possibles montre à l'évidence que les 
résultats finaux ne peuvent être prédits au départ. Chacune des étapes a ses propres causes, 
mais on ne peut dire quels états finaux seront réellement atteints ; et aucun de ceux-ci ne 
sera à nouveau obtenu lorsqu’on redéroulera le film, parce que chacune des nouvelles voies 
se réalise par l’enchainement de milliers d’étapes imprévisibles. Changez faiblement les 
évènements initiaux, si faiblement que cela peut paraître sur le moment n’avoir qu’une 
minime importance, et l’évolution se déroulera selon une direction toute différente.  Cette 
alternative ne représente ni plus, ni moins que l'essence de l'histoire. Elle a pour nom 
contingence - et la contingence est une chose en soi, et non la combinaison du déterminisme 
et du hasard. » 
Stephen Jay Gould, extrait de La vie est Belle 
 
 
En 2008, je suis tombé presque par hasard à la FNAC sur un livre dont le titre m’a 
immédiatement attiré : « Microbes de l’Enfer ». Il était question d’Archées, d’organismes 
hyperthermophiles et de l’histoire passionnante des chercheurs partis à leur recherche. 
J’étais déjà tombé amoureux des Bactéries (grâce également à un autre livre passionnant, 
« Le Monde Bactérien » de Lynn Margulis), et je connaissais plus ou moins l’existence des 
Archées, en tant que groupe d’organismes singuliers et extrêmophiles. J’ai compris alors 
qu’ils représentaient un monde bien à part, rempli de surprises et de découvertes 
étonnantes.  
Quelques mois plus tard, durant le printemps 2009, en plein période de révision du 
concours de l’Agrégation, je devais chercher un stage de recherche dans le cadre de ma 
deuxième année de Master. J’avais alors une idée assez précise de la thématique vers 
laquelle je souhaitais m’orienter : l’étude des organismes extrêmophiles, représentant pour 
8 
 
moi l’accès à une thématique sous-jacente qui me passionnait (et qui me passionne 
toujours), l’exobiologie. Je n’avais pourtant aucune idée du laboratoire vers lequel me 
tourner. Après quelques recherches infructueuses, j’ai commencé à me dire que l’idée de 
travailler dans ce domaine allait être difficile à concrétiser. C’est à ce moment qu’intervient 
la première part de contingence de mon projet de recherche.  Par chance, j’avais laissé 
trainer « Microbe de l’Enfer » sur ma table de nuit.  Je me suis alors rappelé en le voyant que 
l’auteur, Patrick Forterre, était un chercheur, français de surcroit, et que sa thématique de 
recherche correspondait exactement à ce que je recherchais. J’ai alors décidé de lui envoyer 
un e-mail, pour lui demander s’il serait possible de venir faire un stage dans son équipe. 
Nous nous sommes donc rencontrés en Juin 2009, à Orsay. Si je n’étais pas tombé sur ce 
livre quelques mois plus tôt, ou si je l’avais rangé au fin fond de ma bibliothèque, il est 
probable que les choses aient pris une tournure différente. 
Lors de notre entrevue, Patrick m’a alors proposé trois sujets de stage. D’une part, la 
thématique de prédilection du laboratoire : l’étude des topoisomérases. D’autre part, la 
mise en place d’un système de réplication in vitro à partir de protéines d’Archées. Enfin, 
dernier choix possible, l’étude d’une « mystérieuse protéine universelle » (dixit Patrick), 
faisant partie d’un complexe appelé KEOPS, dont la fonction était encore inconnue. Ce 
dernier choix m’a immédiatement attiré, principalement à cause du mot « mystérieux » mais 
aussi probablement dans mon inconscient à cause du nom « KEOPS », étant amateur 
d’égyptologie. Si Patrick avait employé l’autre appellation de KEOPS, à savoir EKC, et si il 
n’avait pas employé le mot « mystérieux », j’aurai peut-être choisi l’une des deux autres 
propositions et ce manuscrit n’aurait pas eu le même contenu. 
J’ai donc rejoins l’équipe BMGE d’Orsay en Septembre 2009, et j’ai alors appris que 
l’origine de ce projet KEOPS avait lui aussi sa part de contingence. A l’origine, Patrick et son 
équipe cherchaient à comprendre les mécanismes de la réplication de l’ADN chez les 
Archées hyperthermophiles. Dans le début des années 2000, ils avaient identifié les 
protéines impliquées dans cette réplication, qui s’avèrent être des homologues de celles des 
Eucaryotes. Ils se mirent alors à chercher si, comme chez les Eucaryotes, ces protéines 
étaient régulées par phosphorylation. En 2003, Edwige Madec, post-doctorante, initia donc 
ce projet en recherchant les kinases impliquées dans la réplication de l’ADN chez Pyrococcus 
abyssi. Plusieurs candidats furent identifiés, parmi lesquels se trouvait la protéine PAB1047, 
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appelée par la suite Bud32. Or, il s’avéra que cette protéine était souvent fusionnée chez les 
Archées à une autre protéine de fonction inconnue, appelée Kae1. Patrick réalisa que les 
Archées, les Eucaryotes et même les Bactéries possédaient un orthologue de Kae1. Une 
protéine universelle, présente dans les trois domaines du vivant, probablement chez LUCA 
(le dernier ancêtre commun universel du vivant), et dont la fonction restait encore 
inconnue ?! Le mystère était trop attirant, et Arnaud Hecker, qui prit la relève du projet, se 
concentra alors sur l’étude de cette « mystérieuse » protéine, aux côtés de Jacques Oberto. 
Encore une fois, si Bud32 n’avait pas été l’un des candidats identifiés à l’origine, et si Patrick 
n’avait pas eu un amour invétéré pour les processus universels du vivant, il est possible que 
je ne sois jamais amené à travailler sur Kae1. 
J’ai donc participé durant l’année 2009/2010, encadré et formé par Arnaud, et en 
collaboration avec les équipes de H. Van Tilbeurgh et D. Libri, à la caractérisation du 
complexe KEOPS auquel Kae1 et Bud32 appartiennent, afin de comprendre quelle était sa 
fonction chez les Archées et les Eucaryotes. Les pistes étaient nombreuses, et les données 
semblaient constituer un grand puzzle dont il manquait encore une pièce maîtresse. Au 
cours du mois de Mai 2010, Arnaud « tomba » sur le résumé d’un poster qui impliquait YgjD, 
l’homologue bactérien de Kae1, dans la voie de biosynthèse d’une modification universelle 
d’ARNt, t6A. Nous avons alors rencontré Valérie De Crécy-Lagard, qui nous expliqua que son 
équipe était sur le point de publier cette découverte. La pièce manquante du puzzle semblait 
donc avoir été trouvée : KEOPS pourrait jouer un rôle dans cette voie de biosynthèse. 
J’ai alors été confronté à un choix crucial pour mon projet de thèse : continuer le 
travail sur KEOPS, au risque de m’engager dans un nouveau domaine qui était totalement 
étranger au laboratoire, et me confronter à une compétition directe, ou m’orienter vers un 
autre sujet de recherche moins risqué. Encore une fois, si j’avais fait un autre choix, le 
contenu de cette thèse aurait probablement été radicalement différent. La biologie des 
ARNt et de leurs modifications étaient pour moi un monde totalement inconnu, obscur et, je 
dois avouer, assez effrayant ; mais après avoir longuement hésité, j’ai décidé que le 
challenge était trop passionnant pour l’abandonner. Tamara Basta, qui a pris la relève 
d’Arnaud dans mon encadrement, m’a  alors accompagné dans ce projet, rejointe par Estelle 
Crozat puis Dorian Guetta. Nous nous sommes donc engagés dans la caractérisation de la 
machinerie de synthèse de t6A chez les Archées et chez les Eucaryotes, ce qui m’a permis de 
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réaliser que le monde des modifications d’ARNt, loin d’être effrayant, était en réalité un 
univers passionnant.  
Voilà la suite d’évènements qui expliquent comment j’ai fini par travailler sur un sujet 
auquel je n’aurais jamais pensé quelques années plus tôt, et pourquoi l’équipe de Patrick 
Forterre, spécialiste de la réplication de l’ADN à haute température, participe maintenant à 
des congrès sur la biologie des ARNt. L’introduction qui suit reprend certains des éléments 
dont je viens de parler, mais assemblés d’une manière différente, qui ne reflète pas 
nécessairement la réalité historique contingente de ce projet. C’est la raison pour laquelle je 
souhaitais exposer au préalable ce bref historique.  
Ce travail de thèse s’articule autour de deux points de vue imbriqués: un point de vue 
biochimique et un point de vue évolutif sous-jacent.  J’ai donc tenu dans une première partie 
d’introduction à revenir sur un historique de la classification des organismes, afin de 
présenter la découverte des Archées et ses conséquences dans la vision actuelle du monde 
vivant. J’ai choisi un ton délibérément militant, en hommage à Carl Woese. Je présenterai 
ensuite quelques aspects caractéristiques des Archées, puis j’aborderai certaines notions de 
génomique comparative. A l’issue de cette partie, je montrerai en quoi la traduction est l’un 
des processus les plus anciens et les mieux conservés du monde vivant. 
Dans une deuxième partie, j’aborderai les grands principes concernant la traduction 
et la structure des ARNt, avant de présenter les modifications d’ARNt et leur importance, 
pour aboutir à la modification universelle t6A dont je détaillerai les connaissances actuelles. 
Enfin, dans une troisième partie, je présenterai les travaux concernant les protéines liées 
à la biosynthèse de t6A, et qui sont l’objet de cette thèse. Les protéines seront abordées en 
fonction de l’ordre chronologique dans lequel elles ont été impliquées dans cette voie 
métabolique. Je parlerai ainsi dans un premier temps de la famille de protéine universelle 
YrdC/Sua5, puis de la famille universelle Kae1/YgjD. Je présenterai par la suite les partenaires 
de la protéine YgjD chez les Bactéries et la machinerie bactérienne de synthèse de t6A 
qu’elles constituent, pour enfin présenter les partenaires Archées/Eucaryotes de la protéine 
Kae1, à savoir les membres du complexe KEOPS, et aboutir finalement à la problématique de 
mon travail de thèse. 
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Chapitre I - A la découverte de nos 
cousines, les Archées 
 
A - Retour historique sur la place des micro-
organismes dans le monde vivant 
 
Nous, êtres humains, Homo sapiens, appartenons à l’ordre des Primates, à la classe des 
Mammifères, à l’embranchement des Chordés, et à l’Infra-règne des animaux Bilatériens 
(HAECKEL, 1866). Ce dernier terme représente sans doute l’un des aspects les plus facilement 
reconnaissables au premier coup d’œil : deux mains, deux pieds, deux yeux, deux oreilles… 
Notre cerveau aussi, sous son apparente complexité, est construit et fonctionne selon ce 
modèle d’une symétrie bilatérale : le cerveau « gauche », analytique, le cerveau « droit », 
créatif. Cette nature fondamentalement bilatérienne de l’être humain explique peut être 
pourquoi notre logique et nos réflexions aiment à concevoir, classer et ordonner les 
concepts fondamentaux sous forme de dichotomies : Bien Versus Mal, Ying Versus Yang, 
Masculin Versus Féminin, Sucré Versus Salé, Orient Versus Occident, Animaux Versus Plante. 
 
Les sciences de la classification du vivant (taxonomie et systématique), de même que plus 
généralement la biologie, n’ont pas échappé à cette règle, et pendant deux siècles, le 
spectre de la dichotomie a hanté notre conception du monde vivant. Cependant, durant 
cette période, de minuscules organismes, appelés encore vulgairement microbes, ont 
attaqué, entaillé et fissuré l’édifice de la Sainte dichotomie, jusqu’à le faire s’effondrer 
finalement en 1977. Revenons donc dans le passé, au siècle des Lumières, époque où l’on 








































FIGURE 1 : Extraits de l’essai « Histoire naturelle des Animaux sans vertèbres » de J.B. Lamarck, 





De 1735 à 1768, le naturaliste danois Carl Van Linée publia plusieurs éditions de Systema 
Naturae, ouvrage fondamental de classification de l’ensemble des être vivants. Il introduisit 
la nomenclature binomiale classique encore utilisée aujourd’hui, et classa les organismes en 
grands ordres, répartis au sein d’une dichotomie fondamentale : le Règne Animal versus 
Règne Végétal. Dans cette grande entreprise de classification, on peut trouver une espèce 
obscure dans l’ordre des Vermes (les Vers), placée un peu comme la poussière sous le tapis : 
Chaos infusoria. Elle regroupe un ensemble d’organismes microscopiques décrits à l’époque, 
appelés Infusoires, qui apparaissent « en laissant des matières animales et végétales infuser 
dans de l’eau ».  Connus depuis les observations d’Antoni Van Leeuwenhoek (1632-1723) au 
siècle précédent, leur existence, leur origine et leurs caractéristiques étaient confuses. Le 
nom de Chaos infusoria fut prémonitoire : la place et la classification des micro-
organismes restèrent en effet relativement chaotiques durant les 200 ans suivants. 
 
La suggestion d’un troisième groupe du vivant, distinct des Plantes et des Animaux,  les 
Psychodiaires (« êtres ayant deux âmes », à la fois animaux et végétaux), par Jean Baptise 
Bory de Saint Vincent (1778-1846) en 1824, permettant de trouver une place à ces 
Infusoires, ne connut pas un véritable succès. Jean-Baptiste de Lamarck (1744-1829) 
(Histoire naturelle des animaux sans vertèbres) s’essaya aussi à déterminer la nature des 
Infusoires, leur conférant un caractère clairement animal (FIGURE 1) 
 
Au cours du XIXème siècle, le développement des techniques de microscopie et la 
naissance de la microbiologie moderne (grâce notamment aux travaux de Louis Pasteur 
(1822-1895)) transformèrent les Infusoires flous et incompris en un monde d’une grande 
diversité. Un monde que l’on commença à caractériser, ordonner, maitriser, voire 
combattre. Le terme germe fut utilisé en 1874 par Joseph Lister (1827-1912), puis le terme 
microbe fit son apparition 2 ans plus tard. Dans les débuts des années 1870, le terme 
bactérie (en grec pour petit bâton) fut également employé pour désigner les plus petits 































FIGURE 2 : Le premier arbre du vivant d’E. Haeckle publié en 1866, où apparait un 
troisième domaine entre les Plantes (en vert) et les Animaux (en rouge) : les Protistes 
(en bleu). Les bactéries connues à l’époque ont été placées dans le groupe des Monères 
(en violet). Certaines bactéries ont été placées parmi les Animaux (les Infusoires) ou les 




Mais où placer ces organismes? Animaux, Végétaux ? La réponse restait toujours 
incertaine et variable. Louis Pasteur en parlait lui-même parfois comme des plantes 
microscopiques, parfois comme des animalcules. En 1866, Ernst Haeckel (1834-1919), à qui 
l’ont doit les termes d’ontogénie, phylogénie et phylum, fut l’un des premiers à proposer 
une classification du vivant abordant des questions évolutives. S’inspirant des travaux 
contemporains et novateurs de Charles Darwin sur l’origine des espèces, il proposa un arbre 
phylogénique universel comprenant non pas deux mais bien trois branches. (FIGURE 2) 
Entre le Règne Animal et le Règne Végétal, il introduisit un troisième grand règne, les 
Protistes, réunissant les micro-organismes unicellulaires et incluant le sous-groupe des 
Monères, organismes simples (dépourvu de structure complexe, notamment de noyau) 
correspondant aux Bactéries (les « algues » bleues-vertes, ou cyanobactéries, ne furent 
placée au sein des Monères qu’en 1904 par Haeckel) Ces Monères représentaient la 
transition entre le non vivant et le vivant. Mettant un terme au flou caractérisant les micro-
organismes, cet arbre fut controversé et ne prit pas racine dans les esprits ; on s’accommoda 
finalement plus ou moins à l’idée de placer, en poussant un peu « dans les coins », certains 
protistes du côté animaux (protozoaires), d’autre du côté végétaux (protophytes), les 
Bactéries revêtant alors un caractère plutôt végétal   
Ainsi, à travers presque tout le XXème siècle, la microbiologie et la bactériologie restèrent 
principalement la chasse gardée des botanistes, enseignées comme une sous-discipline. Les 
Bactéries pratiquant la photosynthèse étaient qualifiées d’« algues », les autres de 
« schizomycètes » (= « végétaux unicellulaires sans chlorophylle », Petit Larousse 1906). 
Cette idée a laissé des reliques jusqu’à aujourd’hui dans l’inconscient collectif. Ne parle-t-on 
pas de flore intestinale pour désigner les micro-organismes commensaux ? 
 
La première moitié du XXème siècle verra cependant l’évolution des concepts, une 
dichotomie en remplaçant une autre. En 1962, Stanier et Van Niel écrivirent un article, « The 
concept of a Bacterium », dans le but de résoudre les problèmes concernant le concept et la 






































FIGURE 3: Les 5 règnes du vivant selon Whittaker (1969), adapté. Les Monères 
correspondent aux procaryotes, organismes unicellulaires de petite taille sans noyau 
apparent. Les Protista correspondent aux organismes eucaryotes unicellulaires. Les 





Empruntant les idées pionnières d’Edouard Chatton (1883-1947) dont les travaux étaient 
restés dans l’ombre en 1937, Stanier et Van Niel distinguèrent les cellules procaryotes (pro-= 
avant karyon= noyau) des cellules eucaryotes (eu-= vrai). Ces derniers se divisent par mitose 
et possèdent un noyau entouré d’une membrane, un cytosquelette, et des organites 
individualisés. A l’opposé, les cellules procaryotes sont plus petites et ne présentent pas ces 
structures. Les Procaryotes furent ainsi définis de manière largement négative. Ils 
affirmèrent que ce groupe était monophylétique, bien que d’après eux, une classification 
phylogénétique de ces organismes resterait une chimère impossible et constituerait une 
« perte de temps ». La dichotomie Eucaryote/Procaryote du monde vivant fut alors 
rapidement ancrée parmi les dogmes de la biologie moderne, et constitue aujourd’hui les 
fondements de l’enseignement de cette discipline. 
Ainsi, à la fin des années 1960, le règne des Monères, introduit par Haeckel, fut 
ressuscité. Représentant l’ensemble des Procaryotes par un groupe monophylétique, il fut 
placé comme l’un des cinq règnes du monde vivant, au même rang que les Protistes 
(Eucaryotes unicellulaires), des Animaux, des Plantes, des Champignons (Eucaryotes 
pluricellulaire) (R.H. WHITTAKER, 1969) (FIGURE 3) 
Ce découpage du monde vivant avait l’avantage de fournir un scénario simple, élégant et 
gradualiste sur l’histoire évolutive de la vie. Les Monères ou Bactéries, avec leur petites 
cellules sans noyau, seraient des organismes primitifs, apparus les premiers (Procaryotes = 
avant le noyau) desquels auraient dérivés les Protistes eucaryotes unicellulaires, puis les 
trois grands règnes pluricellulaires. Le concept binaire cellule primitive procaryote Vs cellule 
complexe eucaryote constituait la trame sous jacente de cette histoire. 
C’est à cette époque qu’une découverte fondamentale va faire éclater ces concepts, en 
introduisant un tout nouveau groupe d’êtres vivants, et en imposant une vision non plus 


































DESSIN ADDITIONNEL :  




B - Jamais deux sans trois - Découverte d’un troisième 
domaine du vivant 
En 1977, un article d’à peine deux pages et demi, publié dans le journal PNAS par Carl 
Woese (1928-2012), et son post-doctorant George Fox, va jeter un pavé dans la mare bien 
ordonnée de la classification dichotomique du monde vivant (WOESE & FOX, 1977). Basée sur 
les récents développements des techniques de décodage de l’information contenue dans les 
acides nucléiques et les protéines (ZUCKERLAND ET PAULING, 1965), l’idée de construire une 
phylogénie universelle du vivant, basée sur la comparaison d’un seul et même caractère 
partagé au niveau moléculaire, devenait possible. Carl Woese, physicien de formation qui 
avait participé quelques années plus tôt à l’aventure du décodage du code génétique, et qui 
avait réalisé à cette occasion l’intérêt évolutif de la biologie moléculaire, se lança dans cette 
entreprise. 
Il utilisa pour la première fois comme molécule informative l’ARN 16S/18S de la 
petite sous-unité du ribosome, présente chez tous les organismes cellulaires sans exception 
en grande quantité et facilement isolable. Avant que l’on ne développe des méthodes de 
séquençage à grande échelle, Carl Woese fit appel à des méthodes enzymatiques pour 
extraire l’information contenue dans cette molécule. Il établit, pour chaque ARN16S issu des 
différents organismes modèles, un catalogue d’oligonucléotides en faisant agir une enzyme 
clivant l’acide nucléique après chaque guanine. La comparaison de ces catalogues lui permit 
d’établir un coefficient de similarité (Sab) entre deux organismes donnés, reflétant leur 
proximité évolutive. Ces travaux révélèrent alors, à la grande surprise, que les bactéries 
méthanogènes, des Procaryotes connus pour leur métabolisme original (anaérobie et 
réduction du CO2 en méthane), étaient, au niveau de leur ARN16S, aussi différentes des 
autres bactéries que des Eucaryotes.  
 Woese et Fox proposèrent donc leur idée révolutionnaire : le monde vivant serait 
divisé en trois grands règnes primaires (urkingdom). Les « Eubactéries » (correspondant à la 
majorité des Procaryotes connues à l’époque), les « Eu/urkcaryotes » (correspondant aux 
Eucaryotes, sans prendre en compte leurs organites) et les « Archeobactéries», ce dernier 
règne n’étant constitué à cette époque que de ces méthanogènes. Cette proposition était 



































FIGURE 4 : Extraits de l’article de C. Woese, « There must be a prokaryote somewhere », 
publié en 1994. L’auteur y combat la vision dichotomique du monde vivant et défend l’existence 
des Archées et l’importance des micro-organismes, en commentant l’arbre du vivant à trois 




Le terme « archéobactérie » (anciennes bactéries) provient justement du 
métabolisme atypique des méthanogènes : il était supposé refléter les conditions régnant il y 
a 3 à 4 milliard d’années sur Terre. Ce nom fut remplacé au profit d’Archée dans les années 
1990 (WOESE ET KANDLER ET AL, 1990), afin d’éviter de semer toute confusion avec le domaine 
des Bactéries. Depuis cette découverte, grâce à des décennies d’échantillonnages, de chasse 
aux Archées aux quatre coins du monde, d’analyse des génomes, de caractérisation 
biochimique, ce groupe s’est révélé être aussi riche en diversité que les deux autres groupes 
« classiques » que sont les Bactéries et les Eucaryotes. Il est donc bel et bien établit 
aujourd’hui que le monde vivant comporte trois grandes lignées cellulaires distinctes, et que 
le terme Procaryote cache en réalité deux lignées à part entière. Les données issues de la 
recherche sur les Archées ont fourni des avancées majeures dans de multiples champs de la 
biologie, et en fournissent encore. Outre le fait d’avoir refoulé une vision classique 
dichotomique, la découverte de C.Woese remit en question nos certitudes sur l’histoire des 
organismes cellulaires que nous avions esquissée. Il posa la question brûlante de l’origine de 
ces trois lignées cellulaires et de leur lien évolutif. Il raviva aussi les cendres d’une 
classification phylogénique des Procaryotes, depuis longtemps abandonnée  (Van Stiel 
qualifiant de perte de temps), et marqua d’une pierre blanche l’ère de la phylogénie 
moléculaire. 
En dépit de son importance, l’idée d’une division tripartite du monde vivant a eu du 
mal à être intégrée aux paradigmes de la biologie moderne. La dichotomie 
Eucaryote/Procaryote a ses défenseurs virulents (MAYR, 1998), certains esprits se refusant à 
voir les Archées autrement que comme de simple bactéries, certes atypiques mais ne 
justifiant pas l’établissement d’un domaine à part entière, et C.Woese n’a cessé de se battre 
pour faire entendre sa conception du vivant (WOESE, 1994) (FIGURE 4). Encore aujourd’hui le 
terme Procaryote, employé si fréquemment, masque la réalité pourtant concrète de 
l’existence des Archées, et continue d’instaurer une vision négative des micro-organismes. A 
terme, on peut espérer que le concept des trois domaines du vivant finisse par s’imposer, 
comme certaines notions fondamentales dépassant le clivage binaire ont fini par s’imposer 
dans les concepts humains : la sainte trinité, les trois couleurs primaires, les trois lois de la 































C - Rencontre du troisième type - Aperçu général des 
Archées : 
Afin de comprendre l’impact de l’existence d’un troisième domaine du vivant dans les 
concepts fondamentaux de la biologie, il est nécessaire d’avoir un aperçu de ce que sont les 
Archées et en quoi elles constituent véritablement un domaine du vivant bien distinct. 
 
1 - Certains l’aiment chaud -Diversité écologique des Archées 
Les premières Archées identifiées furent donc historiquement les Méthanogènes. Ces 
organismes étaient déjà connus pour leur biotope et leur métabolisme original : une absence 
stricte d’oxygène et une production de méthane à partir de composés carbonés. 
Rapidement, d’autres organismes vinrent grossir le rang des Archées. En effet, on avait 
déjà identifié d’autres « bactéries » atypiques, ne possédant pas de peptidoglycane, et 
résistantes aux antibiotiques classiques comme la pénicilline (WOESE ET AL, 1978). L’analyse de 
leur catalogue d’oligonucléotides confirma leur proximité avec les Méthanogènes. Ainsi, les 
Halophiles extrêmes, retrouvés dans les milieux d’une extrême salinité comme la Mer 
morte ; et les organismes qualifiés de thermo-acidophiles, ayant un métabolisme basé sur le 
soufre isolés dans des sources chaudes à proximité des zones volcaniques (Sulfolobus 
solfataricus, isolée dans la commune de Solfatara, à côté de Naples et Thermoplasma 
acidophilum, isolée dans un terril acide d’une mine de charbon) furent également identifiés 
comme étant des Archées par Carl Woese (MAGRUM ET WOESE, 1978 pour Halobacterium 
halobium, WOESE ET AL., 1980 pour Thermoplasma, WOESE ET AL, 1984 pour Sulfolobus).  
Il semblait donc que la caractéristique majeure de ce nouveau domaine du vivant était 
un certain amour pour les environnements extrêmes. La chasse aux organismes 
thermophiles (au-delà de 60°C) et hyperthermophiles (au-delà de 80°C), lancée par Karl 
Stetter et Wolfram Zillig (1925-2005), vint renforcer cette idée : à mesure qu’on l’on battait 
des records de thermophilie, on réalisait que ce domaine était bel et bien le royaume des 
Archées. Ainsi, Pyrococcus furiosus, isolé en 1986 dans les sédiments brûlants des bords 
d’une plage de l’île de Vulcano en Italie (FIALA & STETTER, 1986), et son cousin Pyrococcus 
abyssi, isolé en 1992 dans le conduit d’une cheminée hydrothermale océanique, à 3500 
mètres de profondeur (ERAUSO ET AL., 1992), se plaisent à croitre à 90°C, aux côté du record-


































FIGURE 5 : Aperçu de la diversité morphologique des Archées.  
A. Pyrococcus furiosus(K.Stetter),  
B. Methanosarcina acetivorans(Everly Conway de Macario) ,  
C= Aquifex aeolicus (Stetter) 
D= Pyrodictium abyssi (Rieger),  
E. Haloquadratum walsby (Mike Dyall-Smith) 
F. Pyrobaculum aerophilum (Völk),  
G. Sulfolobus acidocaldarius (Grogan),  
H. Ignococcus hospitalis et Nanoarchaeum equitans (Eichinger),  
I. Methanospirillum hungatei (Preslott). 




Au bilan, la quasi totalité des organismes hyperthermophiles (c'est-à-dire se 
développant au-delà de 80°C) sont des Archées, et seuls quelques genres de Bactéries sont 
adaptés à ces environnements infernaux (les genres Aquifex, Thermotoga et Thermus). 
Par ces découvertes et bien d’autres, le caractère extrêmophile colle encore à la peau, ou 
plutôt à la membrane des Archées. Pourtant, des Archées mésophiles et aérobies furent 
également isolées, il est vrai bien plus tard (Cenarchaeum symbiosium isolé en 1996, et 
Nitrosopumilus maritimus, isolé en 2005). Finalement, les résultats issus de la 
métagénomique environnementale, par séquençage massif de l’ARN16S, ont révélé une 
facette méconnue de ce domaine : les Archées sont présentes dans tous les biotopes, et 
constituent probablement des acteurs non négligeables des écosystèmes). Par exemple, on 
estime qu’au niveau des océans entre 100 et 5000 mètres de profondeur, la densité de 
cellules d’Archées planctoniques serait de 105 cellules/mL, ce qui représenterait 20% de la 
biomasse microbienne de l’océan (DELONG & PACE, 2001). La compréhension de leur rôle 
écologique est donc aujourd’hui l’un des enjeux majeurs.  
Toutes ces Archées, cultivables ou identifiées par métagénomique, sont classées en 
plusieurs grandes familles, selon trois phylums principaux : les Crénarchées, les Euryarchées 
et les Thaumarchées (BROCHIER-ARMANET ET AL. 2008).  
 
2 - Une apparence trompeuse - les Archées, sosies des Bactéries ? 
 
D’un point de vue strictement cytologique, il est évident que les Archées se distinguent 
difficilement des Bactéries (FIGURE 5). C’est d’ailleurs l’une des raisons de leur découverte 
tardive. Ce sont des organismes unicellulaires, d’une taille moyenne de l’ordre du 
micromètre, présentant des morphologies variées : en forme de bâtonnet, de coques, 
carrés… qui se divisent par scission binaire, et qui forment des biofilms. Leur cytoplasme 
n’est pas compartimenté, leur chromosome est circulaire, d’une taille comprise entre 0,5Mb 
(Nanoarchaeum equitans) à 5,8Mb (Methanosarcina mazei) avec une organisation 
comparable à celle des Bactéries, et de nombreuses Archées possèdent des plasmides extra 
chromosomiques. Elles présentent une diversité métabolique assez variée : 































FIGURE 6 : La membrane des Archées, une spécificité unique dans le monde 
vivant 
Représentation schématique simplifiée de la membrane lipidique classique des 
Eucaryotes et Bactéries (à gauche), comparée à celle des Archées. La 
représentation au centre est une membrane composée du lipide le plus répandu 
chez les Archées, basé sur le glycérol-diéther appelé archaeol. La représentation 
de droite illustre des lipides tétraéther issus de la condensation de deux lipides 
diéther, et pouvant présenter des cycles carbonés. 
Les principales différences chimiques entre les deux types de membranes sont 
indiquées. La partie supérieure correspond aux différences stéréochimiques au 
niveau du glycérol, la partie inférieure illustre des différences au niveau des 




Hormis leur extrêmophilie, qui n’est en fait pas nécessairement la norme, il est donc 
difficile au niveau conceptuel (pour certains microbiologistes) de prendre appuie 
uniquement sur l’ARN 16S pour justifier d’un domaine à part : en quoi les Archées sont-elles 
si différentes des Bactéries auxquelles on tient tant à les distinguer ? C’est en réalité au 
niveau biochimique et génomique que se trouve la réponse. 
 
3 - Des cellules pas comme les autres - Spécificité des Archées 
Avant même leur identification en tant que groupe distinct, les premières Archées 
isolées : Méthanogènes, Thermoacidophiles et Halophiles, que l’on prenait pour des 
Bactéries, étaient connues pour certaines caractéristiques biochimiques singulières : une 
enveloppe ayant une composition particulière, des co-enzymes uniques, une insensibilité 
surprenante à certains antibiotiques bactériens… Depuis des décennies de caractérisations, 
de très nombreuses nouvelles spécificités archéennes ont été décrites ; dont quelques unes 
sont particulièrement marquantes et ne laissent aucun doute quant à la singularité des 
Archées. 
L’une des caractéristiques majeures qui distingue les Archées de tous les autres 
organismes vivants se trouve au niveau de leur membrane. Celle-ci est composée de lipides 
totalement uniques, tant par leur composition que par leur stéréochimie (FIGURE 6) (BOUCHER 
ET AL. 2004). Chez les Bactéries comme chez les Eucaryotes, les lipides membranaires sont 
constitués d’un groupement polaire lié à un phosphate, lui-même lié à une molécule de 
glycérol, au niveau du carbone 1. Les deux autres carbones (2 et 3) du glycérol sont liés par 
liaison ester à des chaines d’acides gras linéaires. Chez toutes les Archées, le phosphate est 
lié au glycérol au niveau du carbone 3, et les carbones 1 et 2 sont liés par des liaisons éther 
(et non pas ester) à des chaines d’alcool aliphatiques complexes, dérivés de l’isoprényl (on 
dit qu’ils sont branchés car ils comportent des groupements méthyles latéraux) et pouvant 
comporter des cycles à 5 ou 6 carbones. Enfin, certains lipides sont des tétraéthers, issus de 
la condensation de deux lipides par l’extrémité de leur chaine aliphatique.  La quasi-totalité 
des livres de biologie enseignent encore aujourd’hui un modèle universel de bicouche 
lipidique formé de phospholipides classiques : en réalité, parler de la membrane des 



































FIGURE 7 : Comparaison entre le flagelle bactérien, le « flagelle » archéen et le 
pili de type IV des Bactéries 
L’illustration met en évidence les différences de composition et de structure entre 
les deux types de flagelle, et montre la similarité entre le flagelle des Archées (ou 
archaellum) et le pili de type IV des Bactéries. Le schéma permet également 
d’avoir un aperçu de la S-Layer des Archées, formé de protéine et glycoprotéine 
semi-cristalline. D’après S Albers, 2011.  
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Chez la plupart des Bactéries, la membrane plasmique est entourée d’une enveloppe 
rigide constituée de peptidoglycane, assemblage de monomères de sucres et de peptides. 
Les Archées, en revanche, présentent une très grande diversité d’enveloppes, chimiquement 
et structurellement très différente celles des Bactéries. L’enveloppe la plus répandue chez 
les Archées est appelé S-layer, composée d’un seul type de protéine ou de glycoprotéine 
organisée de manière semi-cristalline et directement associée à la membrane plasmique 
(ALBERS ET AL. 2011). 
 
Autre exemple : certaines Archées se déplacent dans leur milieu, tout comme les 
Bactéries, à l’aide d’une structure rotative appelée flagelle (ou « flagellum »). Or, le flagelle 
des Archées n’a rien à voir avec celui des Bactéries, tant par sa composition, par son mode 
de formation et son fonctionnement, et il est en réalité proche des pili de type IV. Il a ainsi 
été proposé récemment d’appeler cette structure l’« archaellum » afin de bien distinguer 
cette structure de son analogue bactérien (JARRELL & ALBERS, 2012) (FIGURE 7). 
 Enfin, dernier exemple du caractère unique de ce domaine : certaines Archées 
méthanogènes ont introduit dans leur code génétique un acide aminé totalement inédit : la 
pyrrolysine, en réassignant le codon stop ambre UAG. Cet acide aminé est utilisé dans les 
protéines impliquées dans la méthanogénèse (qui est également un métabolisme 
exclusivement archéen) (ATKINS ET AL, 2002). 
 
 
Au niveau biochimique, les Archées représentent bien un type cellulaire clairement 
unique. Toutes ces particularités traduisent l’existence d’enzymes spécifiques qui n’ont 
pas d’équivalents chez les Bactéries et les Eucaryotes. Les Archées ont donc leur propre 
histoire évolutive, distincte des autres organismes. Cependant, certains caractères et 
processus sont partagés à la fois par les Archées, les Bactéries et les Eucaryotes : l’ARN 
16S, qui a mené à la découverte des Archées, en est l’exemple même. La comparaison de 
ces caractères communs peut donc fournir des renseignements sur les liens évolutifs des 

































FIGURE 8: Illustration des notions d’orthologie et de paralogie.  
A partir d’un ancêtre hypothétique contenant trois gènes (a, b, c) codant des protéines (A, B, 
C) impliquées dans une même voie métabolique, deux chemins évolutifs sont proposés 
aboutissant à deux espèces différentes. La branche n°1 illustre la notion de déplacement de 
gène: le gène c est remplacé par le gène z, codant une protéine Z  ayant la même fonction 
que la protéine C dans la voie métabolique. La branche n°2 illustre la notion de duplication et 
de paralogie. Le gène b subit un évènement de duplication, conduisant à l’apparition de deux 
copies identiques b1 et b2. Le gène b2 diverge par perte de pression de sélection, permettant 
l’apparition d’une protéine B2 possédant une nouvelle fonction.  
- Les séquences a (ou b) de l’espèce 1 et 2 sont des orthologues 
- Les séquences b1 et b2 de l’espèce 2 sont des paralogues 




4 - Comment comparer Archées, Eucaryotes et Bactéries : notions 
de génomique comparative 
 
Historiquement, ce fut donc la séquence de l’ARN16S, molécule universelle, qui fut 
utilisée par Carl Woese pour comparer les êtres vivants ; fournissant ainsi la première étude 
globale de phylogénie moléculaire. Cette molécule présente de nombreux avantages, et les 
techniques d’isolation, d’identification et de séquençage de cet ARN16S ont été rapidement 
développées, fournissant année après année des dizaines, centaines, milliers de nouvelles 
séquences. L’arbre initial à trois branches s’étoffa donc progressivement de nombreux 
rameaux secondaires (WOESE ET AL, 1987), pour devenir une référence absolue (bien que 
controversée sous plusieurs aspects) en terme de phylogénie.  
 
Cependant, l’utilisation de l’ARN16S présente certaines limites en termes 
d’information que l’on peut en tirer. Grâce aux progrès du séquençage des génomes qui 
connut un essor fulgurant dans les années 1990, on disposa alors d’autres marqueurs 
moléculaires utilisables pour la comparaison des organismes, ce qui marqua la naissance de 
la génomique comparative. Avant de revenir aux surprises que réservent encore les Archées 
au niveau de leurs gènes et de leur comparaison avec les deux autres domaines du vivant, il 
est nécessaire de définir les notions fondamentales de cette approche. 
 
La génomique comparative repose sur la comparaison des séquences présentes chez 
deux ou plusieurs génomes, en se basant sur leur degré de ressemblance. Concrètement, la 
comparaison des séquences d’un gène ou d’une protéine permet d’établir un pourcentage 
d’identité et de similarité. On estime que des séquences qui partagent un pourcentage 
suffisant de similarité témoignent d’une origine commune, c'est-à-dire qu’elles dérivent 
d’une même séquence ancestrale : on dit qu’elles sont homologues. Deux principales 
notions découlent de celle de l’homologie : l’orthologie et la paralogie. (FIGURE 8) (KOONIN, 
2005, revue complète sur les notions d’orthologie et de paralogie) Deux gènes sont dits 
orthologues lorsqu’ils sont présents dans deux espèces différentes qui ont divergé par 
spéciation à partir d’un même ancêtre commun.  Deux gènes sont dits paralogues lorsqu’ils 


































FIGURE 9 : Répertoire original des Groupes de Gènes Orthologues (COG) établi en 1997 
A partir du contenu de 7 génomes entièrement séquencés : 5 Bactéries (Escherichia 
coli, Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pneumoniae, 
Synechocystis sp.), 1 Archée (Methanocaldococcus jannaschii) et 1 Eucaryote 
(Saccharomyces cerevisiae), les gènes ont été regroupés par ensemble de gènes 
orthologues : les COG. Un COG est constitué lorsque trois lignées phylogénétiques au 
moins présentent un gène orthologue. Les paralogues (duplication au sein d’une même 
lignée) de ce gène, lorsqu’ils existent, sont inclus dans le même COG. Les différents COG 
obtenus (720, contenant 6814 protéines, soit 37% des gènes de l’ensemble des 7 
génomes), ont été ensuite regroupés en grandes catégories fonctionnelle, selon la 
fonction prédites ou vérifiée des protéines qu’ils contiennent. Cette distribution est 
représentée ici sous la forme d’un diagramme circulaire. Le nombre en gras indique le 
nombre de COG pour chaque catégorie, le nombre de protéines correspondant est 






Généralement, les gènes orthologues codent pour des protéines accomplissant des 
fonctions similaires d’une espèce à l’autre, alors que des gènes paralogues ont souvent des 
fonctions proches mais différentes, l’un des deux gènes acquérant de nouvelles 
caractéristiques par perte de pression de sélection issue de la présence simultanée de deux 
copies. Ainsi, l’identification de séquences orthologues peut permettre de déduire et prédire 
la fonction d’un gène chez un organisme, à condition d’avoir déjà caractérisé le rôle de son 
homologue chez une autre espèce. Elle permet aussi de retracer l’histoire évolutive des 
gènes, par différentes méthodes de phylogénie moléculaire. 
 
De nombreuses méthodes et bases de données ont ainsi été développées à partir des 
années 1990 pour classer, organiser et analyser les informations issues du séquençage des 
génomes. Parmi ces outils, nous allons présenter les COGs, pour Cluster of Orthologous 
Groups (ou Genes), car leur utilisation a été à l’origine des certaines découvertes concernant 
les travaux présentés dans cette thèse. Cette base de données a été établie en 1997, par 
comparaison de séquences des gènes (basé sur le calcul d’indice de similarité, le Best Hit= 
BeT) afin de dresser une liste des gènes conservés dans les génomes d’organismes 
phylogénétiquement éloignés (7 génomes complets étaient alors disponibles, 1 Archée, 1 
Eucaryote et 5 Bactéries) (FIGURE 9). Chaque COG est défini comme l’ensemble des « gènes 
orthologues individuels ou groupes orthologues de gènes paralogues, détectés au minimum 
dans 3 lignées évolutivement éloignées » (TATSUTOV ET AL, 1997). Chaque COG est ainsi 
supposé avoir évolué à partir d’un unique gène ancestral par évènements de spéciation et 
de duplications. On suppose alors que les membres d’un même COG remplissent des 
fonctions similaires ou proches en raison de leur relation d’homologie, et les COGs sont 
classés en grands ensembles fonctionnels. 
A mesure que le nombre de génomes séquencés augmentait, la base de données des 
COGs s’est étoffée au fil des ans (720 COGs en 1997 pour 7 génomes, 2091 en 2000 pour 21 
génomes, et 4873 COGs pour 66 génome en 2003), et à force de se complexifier et de 
s’enrichir, des bases plus spécialisées ont été développées : les COG spécifiques aux 
Eucaryotes (KOG) (TATUSOV ET AL, 2003), ceux spécifiques aux Archées (arCOG) (actualisé en 
2012, WOLF ET AL). Ces banques de données ont été un outil puissant pour l’annotation des 






































































abyssi, Aeropyrum pernix (NATALE ET AL., 2000), Candidatus Korarchaeum cryptofilum (ELKINS  
ET AL., 2008). Les COG on également été employés pour étudier la distribution de certains 
gènes et proposer des scénarii évolutifs. Par exemple, il est apparu que la réverse-gyrase est 
la seule protéine commune à tous les organismes hyperthermophiles, ce qui suggère que 
cette enzyme joue un rôle fondamental pour l’adaptation aux très hautes températures 
(FORTERRE, 2002). Enfin, l’utilisation des COG a été utilisée pour déterminer un « Top 10 » des 
protéines devant faire l’objet d’une étude expérimentale prioritaire, dont nous reparlerons 
par la suite (KOONIN & GALPERIN, 2004, 2010). 
Cependant, la comparaison des séquences par des logiciels automatiques et 
l’utilisation des COG n’est pas un oracle absolu. Certains gènes peuvent ne pas être identifiés 
comme orthologues si leurs séquences respectives ont trop divergé. D’autres gènes peuvent 
avoir fusionné ou au contraire s’être scindés, ce qui nécessite une vérification manuelle. De 
plus, la règle orthologie = conservation de la fonction n’est pas une règle absolue, et la 
fonction des paralogues est difficile à prédire. Enfin, les cas de perte de gène, les transferts 
horizontaux de gènes entre organismes peuvent brouiller les pistes sur la relation des gènes.  
Seule la main (et l’intuition) de l’expérimentateur peut confirmer les prédictions issues des 
logiciels de génomique comparative, et interpréter de manière correcte les nombreuses 
















































FIGURE 10: Comparaison structurale des ARN polymérases (RNAP) issues des trois 
domaines du vivant. 
 A. RNAP de la Bactérie Thermus aquaticus.  B. RNAP de l’Archée Sulfolobus solfataricus. C. L’ARN 
polymérase II de l’Eucaryote Saccharomyces cerevisiae. D. Composition des ARN polymérases des 
trois domaines du vivant. Les sous-unités sont classées en RNAP (colonnes), selon leur degré 
d’homologie de séquence et de structure (lignes). Le cadre supérieur indique les sous-unités 
universelles, le cadre du bas indique les sous-unités communes aux Archées et aux Eucaryotes. 





5 - L’habit ne fait pas le moine - L’étonnante proximité entre 
Archées et Eucaryotes au niveau moléculaire 
 
Plusieurs études biochimiques, réalisées avant cette avalanche de génome, avaient 
déjà soulignées une ressemblance frappante entre certains processus chez les Archées et les 
Eucaryotes, au niveau de leurs protéines (ZILLIG ET AL. 1978, au sujet de l’ARN polymérase de 
Sulfolobus). L’avènement de la génomique comparative, qui révéla de manière très 
exhaustive la distribution des gènes conservés entre les différents domaines du vivant, vint 
soutenir ces observations et permit de généraliser cette idée : les Archées et les Eucaryotes 
partagent au niveau moléculaire de nombreux points communs. En voici certains exemples. 
 
Les Bactéries sont sensibles à la rifampicine. Cet antibiotique inhibe leur ARN 
polymérase, enzyme multiprotéique responsable de la transcription. Les Eucaryotes, en 
revanche, y sont insensibles, car leurs ARN polymérases diffèrent fortement de celles des        
Bactéries, et possèdent notamment un nombre plus important de sous-unités. De manière 
surprenante, les Archées sont également insensibles à la rifampicine (PRANGISHVILLI ET AL, 
1982). La caractérisation de l’ARN polymérase d’Archée permet d’expliquer cette 
observation : elle présente presque autant de sous-unités que les polymérases Eucaryotes, 
et ces sous-unités sont orthologues (FIGURE 10). De même, le mécanisme de transcription est 
également semblable, bien que simplifié chez les Archées, avec l’utilisation d’une séquence 
TATA où se lie une TBP (Tata Binding Protein), orthologue à la TBP des Eucaryotes (THOMM ET 
AL., 1996) 
 
De même, les Bactéries sont sensibles à l’action du chloramphénicol et de la 
kanamycine, qui bloquent la traduction en perturbant le fonctionnement de leur ribosome. 
Les Eucaryotes y sont insensibles, en raison de différences structurales au niveau de leur 
ribosome. Les Archées sont également insensibles à l’action de ces antibiotiques. La 
caractérisation du ribosome d’Archée montre ici aussi une très forte ressemblance avec celui 
des Eucaryotes. En plus d’un cœur commun de protéines ribosomales universelles, les 
Archées et les Eucaryotes partagent 33 protéines homologues que ne possèdent pas les 



































FIGURE 11: Exemples de scénarii simplifiés expliquant les liens et l’évolution des trois 
domaines du vivant. 
L’ancêtre commun, LUCA ou Cenancestor, est placé à la racine de l’arbre (rond vert). B= Bactéries, A= 
Archées, E= Eucaryotes. V= virus. La flèche orange symbolise l’évènement d’endosymbiose qui a donné 
naissance à la mitochondrie. 
Dans le modèle classique, les trois lignées ont divergés à partir de l’ancêtre, les Archées et les Eucaryotes 
partageant un ancêtre commun plus récent qu’avec les Bactéries. La position exacte de la racine est 
sujette à controverse (?) 
Dans l’hypothèse de la fusion, il n’y a que deux domaines primaires (Procaryotes: Archées et Bactéries): 
les Eucaryotes proviennent d’une fusion entre une archée et une ou plusieurs bactéries, selon les 
hypothèses (encarts). Le modèle virus-driven propose que les virus ont joué un rôle actif et déterminant 
dans l’évolution des trois lignées, notamment dans l’apparition des Eucaryotes (par exemple dans 
l’apparition de l’ADN, dans l’apparition du noyau). D’après Woese, Lopez-Garcia Moreira, Forterre  
D’autres scénarios alternatifs ont été proposés. 
39 
 
Cette proximité au niveau moléculaire entre Archées et Eucaryotes est retrouvée 
dans de très nombreux autres processus cellulaires: réparation et réplication de l’ADN, 
production d’ATP, dynamique cellulaire (cytosquelette et dynamique membranaire). Dans 
tous ces processus, les protéines d’Archées sont des orthologues proches des protéines 
Eucaryotes (R.CAVICCHIOLI, 2007, « ARCHAEA : MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY »). L’étude de ces 
protéines chez les Archées constitue ainsi un excellent modèle pour comprendre les 
mécanismes moléculaires à l’œuvre chez les Eucaryotes. Le complexe KEOPS, que l’on 
retrouve chez les Archées et les Eucaryotes et qui sera caractérisé dans cette thèse, en sera 
un exemple.  
 
D - La génomique comparative, une fenêtre sur le 
passé :  
Cette proximité entre les Archées et les Eucaryotes révèle une histoire évolutive 
commune entre ces deux domaines du vivant. L’apparition des trois grandes lignées 
cellulaires modernes apparait donc plus complexe qu’on ne le pensait, et de nombreux 
scénarios évolutifs ont été proposés pour expliquer les liens qui unissent Archées, 
Eucaryotes et Bactéries (FIGURE 11). L’étude comparative des processus universellement à 
l’œuvre chez les organismes modernes permet ainsi de remonter leur état ancestral, et 
d’esquisser un portrait-robot du dernier ancêtre commun universel : LUCA. Plusieurs 
questions se posent alors : quelles étaient les caractéristiques de LUCA par rapport aux 
cellules modernes ? Quels sont les processus cellulaires déjà en place à son époque, quels 
étaient ses composants, et comment ont-ils évolué dans les trois grandes lignées ?  
 
Pour répondre à ces questions, trois approches complémentaires sont à considérer: 
l’étude des gènes universels, l’étude des gènes essentiels, et l’étude des gènes présents chez 
les organismes dits « minimalistes ». Ces différentes approches et les questions évolutives 

































FIGURE 12 : Distribution des gènes conservés entre différentes espèces. 
 Les gènes ont été regroupés en catégorie fonctionnelles indiqués à côtés des diagrammes. Les 
couleurs utilisées correspondant aux couleurs des COG de la figure 8.   
A= gènes conservées entre la bactérie E. coli, l’Archée M. jannaschii et l’Eucaryote S. cerevisiae, 
d’après Delaye 2005. 
 B= gènes universellement conservés déterminés par la comparaison des COG dans les génomes 
entièrement séquencés en 2003. D’après Forterre 2005, Koonin 2003 
Des informations (en rose et en violet) concernant les deux familles de protéines universelles 





1 - Le cœur des génomes - Les gènes universels : 
Afin d’identifier les processus conservés et de remonter à leur état ancestral, une 
première approche consiste en l’identification des « génomes- cœur» (core genome en 
anglais). Par génomique comparative, on peut établir la liste des protéines conservées entre 
deux ou plusieurs organismes, et établir ad fine une liste de protéines universelles. 
 
Cette approche fut utilisée pour la première fois en 1996, dès que les deux premiers 
génomes de bactéries furent disponibles, celui d’Haemophilus influenzae et Mycoplasma 
genitalium, (MUSHEGIAN&KOONIN, 1996), puis plusieurs études tentèrent d’identifier les gènes 
universellement conservés pour déterminer ceux qui devaient déjà exister chez l’ancêtre 
commun (HARRIS ET AL., 2003, KOONIN  ET AL, 2003, PACE ET AL, 2003).   La FIGURE 12-A illustre le 
résultat obtenu par comparaison de trois organismes modèles issus de chacun des domaines 
du vivant, et la FIGURE 12-B illustre l’un des résultats obtenu par comparaison de tous les 
génomes séquencés en 2003. Deux paradoxes sautent alors aux yeux : d’une part, sur les 
milliers de COG identifiés, seuls 70 sont universels (selon les études, ce chiffre varie entre 60 
et 80). D’autre part, alors que la majorité des COG identifiés concernent le métabolisme, 
seulement deux sont retrouvés dans le panel de COG universels. LUCA était-il donc un 
organisme à 70 gènes, n’ayant quasiment aucun métabolisme?  
 
En réalité, l’analyse des COG, et particulièrement des COG universels, a ses limites. En 
fonction des génomes comparés, et surtout de leur nombre, la taille du génome-coeur varie 
fortement. D’une manière générale, plus le nombre de génome que l’on compare est 
important, plus le panel de gènes conservés est réduit, en raison des pertes, des transferts 
horizontaux et des déplacements de gènes. Ces phénomènes touchent particulièrement les 
gènes impliqués dans le métabolisme, qui sont fréquemment échangés ou perdus 
contrairement aux gènes impliqués dans la machinerie de traduction (FIGURE 13). 
Le résultat obtenu par l’étude des gènes universels est donc par nature minimaliste, et ne 
reflète pas l’état complet de l’ancêtre hypothétique. Certaines conclusions peuvent toutefois 
être tirées (retour sur la FIGURE 12) : par exemple, on s’aperçoit que les protéines de 
réplication de l’ADN, processus pourtant universel, sont presque absentes de cette liste. Cela 



































FIGURE 13 : Illustration du biais induit par la comparaison des COG entre 7 organismes 
Les deux catégories fonctionnelles majoritaires: la traduction (en bleu) et le métabolisme des 
acides aminés (en rose) qui présentent environ le même nombre de COGs (101 contre 98) ont été 
choisies comme exemple. Les lignes correspondent aux 7 génomes de références (5 bactéries, E, 
H, G, P, C; 1 Archée M, 1 Eucaryote S), les colonnes aux différents COGs. 
La présence d’un COG dans chacun de ces 7 génomes est représentée par une barre verticale 
noire. Une barre verticale unique indique qu’un seul gène représentant le COG en question est 
présent. Une double barre verticale indique qu’au moins deux paralogues sont présents au sein 
du génome. Une étoile rouge symbolise un COG retrouvé chez les 7 génomes (qualifié 
d’universel), une étoile verte indique les COG retrouvé chez tous les génomes, en ne prenant plus 
en compte les Mycoplasmes. 
A) Par exemple, les 7 génomes présentent chacun un unique représentant du COG a: ce COG est 
qualifié d’universel. En revanche, seule E, H, C, M et Y possèdent un représentant du COGb. Pour 
le COG c, chaque organisme possède un seul représentant de ce COG, sauf M et Y, qui présentent 
plusieurs paralogues. Le COGd n’est présent que chez H, M et Y. 
B) On constate que la plupart des COGs de la traduction sont universels. En revanche, pour les 
COG du métabolisme des acides aminés, on constate que  la prise en compte des Mycoplasmes 
(G et P), qui ne possèdent qu’une dizaine de COGs, induit un biais: la prise en compte de ces deux 
organismes réduit fortement le nombre de COG universels de cette catégorie, 






des Archées et Eucaryotes, et cette observation constitue un argument permettant de 
suggérer que l’ADN aurait été « inventé » deux fois indépendamment au cours de l’évolution 
et que LUCA aurait pu avoir un génome à ARN. (MUSHEGIAN&KOONIN, 1996, FORTERRE, 2006). A 
l’opposé, on s’aperçoit que le nombre de gènes impliqués dans la traduction reste constant, 
quel que soit le nombre d’organismes considérés, et que ce nombre est assez important. 
Ainsi, la traduction est un processus universel hautement conservé, très ancien, et LUCA 
devait posséder un système traductionnel probablement déjà très sophistiqué et proche des 
systèmes modernes actuels (FORTERRE ET AL, 2005). L’un des enjeux de cette thèse concernera 
cette question. 
 
2 - Jamais sans mon gène ! -  Les gènes essentiels : 
La recherche des gènes hautement conservés a donc ses limites, car de nombreux 
évènements au cours de l’évolution ont effacé en partie l’héritage issu de LUCA; et il faut 
faire appel à des approches complémentaires pour continuer à dresser son portrait-robot. 
L’une d’elle consiste à identifier les gènes essentiels dans les cellules modernes, au moyen 
d’études mutationnelles. Un gène est qualifié d’essentiel lorsque sa délétion entraine la 
mort de l’organisme en question, et la liste des gènes essentiels chez différents organismes 
permet de définir les réseaux métaboliques qui constituent le fondement de la vie cellulaire. 
Une banque de données de gènes essentiels confirmés et prédits a été ainsi mise en place: la 
Database of essential gene (DEG http://tubic.tju.edu.cn/deg/) et database of predicted 
essential gene (pDEG) (ZHANG ET AL., 2004). La FIGURE 14-A illustre le résultat obtenu par 
comparaison des gènes essentiels et conservés dans le génome de 18 espèces de 
Mycoplasmes. D'après l’analyse de ces données, il apparait d’une manière générale que la 
plupart des très nombreux gènes liés à la traduction sont des gènes essentiels chez tous les 
organismes, ce qui est en accord avec les observations précédentes (ZHANG ET AL., 2009) la 
traduction est un processus complexe dont les différents éléments ont dû se mettre en place 
sous leur forme moderne très tôt dans l’évolution, pour devenir indispensables à la cellule, 






























FIGURE 14 : Etude des gènes essentiels 
A. Distribution des 153 gènes constituant le «coeur» des gènes essentiels chez les Mycoplasmes, 
classés par COG fonctionnels.Ces 153 gènes correspondent à l’intersection des ensembles de 
gènes essentiels chez 18 génomes de Mycoplasmes (5880 prédits dans 16 génomes, 379 et 310 
déterminés expérimentalement chez M.genitalium et M.pulmonis, respectivement). Les gènes 
impliqués dans la traduction (en bleu) sont majoritaires.  
B. Tableau des gènes essentiels identifiés par inactivation chez les Bactéries et les Eucaryotes. 







On s’aperçoit pourtant avec surprise que le pourcentage de gènes qualifiés d’essentiels 
varie fortement d’un organisme à un autre  (FIGURE 14-B) (17% chez E. coli à près de 80% chez 
Mycoplasma). Cela s’explique par plusieurs raisons. D’une part, elle dépend fortement des 
conditions de vie de l’organisme : un gène peut apparaitre comme essentiel dans une 
condition donnée, et ne plus l’être dans une autre. D’autre part, les protéines formant des 
réseaux d’interactions complexes, deux gènes peuvent apparaitre comme non essentiels 
lorsqu’ils sont délétés séparément, alors que leur délétion simultanée engendre un 
organisme non viable. De même, un gène orthologue peut être essentiel chez un organisme 
sans qu’il le soit chez un autre. Ainsi, le contexte génétique, l’espèce et l’environnement sont 
à prendre en considération dans la notion d’essentialité.  Enfin, la technique employée est 
également critique pour qualifier un gène d’essentiel, car il faut s’assurer de l’inactivation 
totale du gène. Selon les études, certains gènes se sont ainsi vu qualifiés d’essentiels pour ne 
plus l’être quelques années plus tard, et le redevenir par la suite. Ces différents aspects 
seront abordés au sujet des protéines étudiées au cours de ces travaux, dont la question de 
l’essentialité est sujette à débats. 
 
3 - Ce n’est pas la taille qui compte… Les génomes réduits : 
Enfin, la dernière approche que l’on peut citer, et qui a été utilisée en combinaison des 
deux précédentes, est l’étude des organismes dits « minimalistes », dont le génome code 
pour un nombre réduit de protéines. Ces organismes peuvent nous renseigner directement 
sur le minimum requis pour construire et entretenir de façon viable une cellule.  
Pelagibacter ubique, une α-protéobacterie de l’ordre des Rickettsiales, est l’organisme 
libre qui détient le record du plus petit génome. Séquencé en 2005 (GIOVANONNI ET AL., 2005), il 
contient 1389 gènes identifiés, pour une taille de 1,3Mb. L’Archée Thermoplasma 
acidophilum le talonne, avec un génome de 1.56Mb, pour 1509 gènes (RUEPP ET AL., 2000). 
Viennent ensuite différents organismes qui ont tous en commun un mode de vie parasitaire 
(ou endiosymbiotique) plus ou moins poussé. Les Mycoplasmes, qui parasitent des cellules 
de mammifères et sont un fléau pour les laboratoires de biologie cellulaire (MARTIN ET AL, 
2012), sont utilisés comme modèle de système minimaliste dans de nombreuses études 
(FIGURE 12-A). Dans un milieu très riche, il est possible de faire croître, bien que difficilement, 



































FIGURE 15: Représentation du génome mitochondrial humain, un exemple de génome 
très réduit. 
Le génome contient deux ARN ribosomiques (12S et 16S, en jaune), 22 ARNt de transfert 
(indiqués par des lettres uniques) et 13 gènes essentiels qui codent  les sous-unités du complexe 
enzymatique de phosphorylation oxydative. HSP et LSP= promoteurs de la région boucle D. OL = 




Le  génome de Mycoplasma genitalium contient 470 gènes pour 580kb (FRASER ET AL, 1995). 
L’Archée Nanoarcheum equitans possède un génome de taille comparable, 552 gènes 
identifiés pour une taille de 491 kb (WATERS ET AL, 2003), mais cet organisme est un 
parasite/symbiote obligatoire de l’Archée Ignicoccus hospitalis et n’a jamais pu être isolé de 
son hôte. Le record absolu du génome le plus réduit est détenu par les bactéries qui vivent 
en endosymbiose dans des cellules d’insectes et se transmettent par héritage vertical. Le 
génome de Carsonella rudii, qui code 159 protéines pour 160kb, est le cas le plus extrême, et 
cet organisme peut être envisagé comme un organite (NAKABACHI ET AL. 2006). Enfin, on peut 
mentionner les véritables organites que sont les mitochondries et les chloroplastes, lointains 
descendants de Bactéries. Totalement inféodés (emprisonnés ?) aux cellules Eucaryotes, ils 
ne sont pas considérées comme des organismes à part entière mais peuvent révéler des 
informations intéressantes, car ils possèdent encore un génome codant une certains nombre 
de protéines, et contiennent notamment des gènes d’ARNr et d’ARNt (FIGURE 15), ainsi 
qu’une machinerie de traduction fonctionnelle. Au cours de ces travaux, nous montreront 
l’intérêt de l’étude des processus chez ces modèles minimalistes, en caractérisant une 
protéine mitochondriale conservée. Nous reviendrons ainsi plus en détail dans une 
introduction dédiée à cet organite (Partie III) 
En raison de leur mode de vie, ces différents organismes ont été soumis à un processus 
de réduction de leur génome au cours de l’évolution, se traduisant par une perte de gènes 
importante. Capable de se diviser, et présentant encore certaines caractéristiques 
cellulaires, ils sont cependant dépendants de leur hôte respectif pour de nombreux 
processus. Ainsi, l’étude de leurs gènes est nécessairement biaisée, et doit être abordée 
avec prudence, mais peut permettre d’identifier les processus ayant résistés à la perte de 
gène, et constituant par conséquent un cœur fondamental aux génomes, en synergie avec la 
recherche des gènes essentiels. Grâce à leur étude, on estime qu’une cellule minimale 
théorique devrait posséder entre 200 et 300 gènes (GIL ET AL. 2004), dont la majorité concerne 















































































L’étude ayant mené à la découverte des Archées, premier pas de la phylogénie 
moléculaire, provoqua un bouleversement majeur dans deux disciplines de la biologie : la 
microbiologie, qui vit « apparaitre » d’un coup un tout nouveau groupe d’organismes 
totalement singuliers, et la systématique, qui vit sa classification dichotomique du monde 
vivant se scinder en trois grandes lignées. Les Archées ont depuis enrichi nos 
connaissances dans de multiples domaines, de façons parfois inattendues. D’un point de 
vue évolutif, l’existence des Archées a également provoqué un ras de marée d’idées, 
d’hypothèses et de débats concernant l’ancêtre commun à tous les organismes vivants. La 
complexité moléculaire des Archées, et leur proximité avec les Eucaryotes, vint brouiller 
les pistes concernant l’idée que l’on pouvait se faire de cet ancêtre. Ainsi, on se tourna 
vers la génomique comparative afin de pouvoir identifier les processus cellulaires 
conservés, retracer leur histoire évolutive, et fournir un état probable ancestral de ces 
processus. 
 
A l’issue des différentes études globales ayant identifié les gènes essentiels, universels 
et présents chez les organismes réduits,  il apparait clairement que la traduction est le 
processus central le plus conservé, qui résiste aux évolutions réductrices, aux pertes de 
gènes, aux transferts latéraux, et qui regroupe de manière surprenante un nombre 
impressionnant de gènes. La traduction est donc un processus ancien, qui devait 
probablement être déjà très complexe à l’époque de LUCA. 
 
De plus, ces différents travaux montrèrent que seule une dizaine de protéines 
universelles restaient mystérieuses au début des années 2000: elles constituaient donc 
une priorité d’étude (GALPERIN&KOONIN 2004, 2010).  
 
L’objet de cette thèse concerne deux de ces protéines, qui semblent être impliquées 
dans un processus universel complexe lié à la traduction. Ainsi, avant d’aborder ce 
processus spécifique et les protéines qui feront l’objet de cette étude, une présentation 






























FIGURE 16: Le grand théâtre de la Traduction et ses principaux acteurs 
Le ribosome (1), composé d’ARNr et de protéines ribosomales, est la machinerie centrale de 
synthèse du polypeptide, où a lieu le décodage de l’information génétique, porté par l’ARN 
messager (2) sous forme de codons et où s’effectue la formation de la liaison peptidique.  Les 
ARN de transfert (3) assurent ce décodage. Chaque ARNt  porte un acide aminé spécifique et 
s’apparie avec l’ARNm au sein du ribosome selon les règles du code génétique qui assurent la 
correspondance entre codon et acide aminé. De nombreux facteurs protéiques (4) interviennent 
lors des étapes d’initiation, d’élongation et de terminaison. 
Enfin, en coulisse s’affairent différentes classes d’enzymes (5) qui assurent la maturation des 
ARNm, ARNt, ARNr et protéines de ce système: différentes RNases, les aminoacylARNt 
synthétases, qui greffent sur chaque ARNt l’acide aminé qui lui correspond, et les enzymes de 





Chapitre II- De la Traduction à t6A –
Voyage au centre de l’ARNt 
 
 La traduction est l’étape clé du processus qui permet le passage de l’information 
stockée sous forme d’acide nucléique, le génotype, à des polypeptides matérialisant le 
phénotype. Décoder un acide nucléique implique d’une part l’utilisation d’un dictionnaire : le 
code génétique, mais aussi d’une machinerie spécifique capable de lire concrètement ce 
code. Ces deux aspects de la traduction apparaissent comme les éléments les plus conservés 
du monde vivant.  
 
A- Aperçu général de la traduction 
1- Un ballet moléculaire universel  
 La traduction s’apparente à une pièce d’opéra (FIGURE 16) : des acteurs principaux, 
une troupe de ballet, une multitude d’acteurs secondaires et d’équipes de montage, et un 
programme en trois actes. Le scénario de cette pièce universelle suit des règles 
extrêmement précises et probablement établies avant la divergence des trois grandes 
lignées du vivant Archées, Eucaryotes et Bactéries, bien que chacune d’entre elles ait 
développé des variations spécifiques.  
 
 Les rôles principaux sont tenus par deux ténors : le ribosome (1), machinerie 
centrale où à lieu la synthèse des protéines, et composé à la fois d’ARN ribosomiques (ARNr) 
et de protéines ; et l’ARN messager (ARNm) (2), portant l’information génétique sous forme 
d’une succession de triplets de nucléotides appelés codons. Ils sont accompagnés par la 
troupe des différents ARN de transfert (ARNt) (3), et qui assurent la correspondance entre le 
langage nucléique et le langage protéique, en s’appariant à l’ARNm via le ribosome. Ces 
différents acteurs sont assistés de nombreux facteurs protéiques (4), pendant qu’en coulisse 
s’affairent une multitude d’enzymes de maturation (5). L’ensemble de la synthèse protéique 




































FIGURE 17 : Une danse à trois partenaires : représentation structurale d’un ARNt 
apparié avec un ARNm au sein du ribosome.  
Seul le codon de l’ARNm est visualisé en noir, apparié avec l’anticodon (en bleu) de l’ARNt (en 
vert). Les bases de l’ARNr (en violet et rose) impliquées dans le contrôle de l’appariement sont 
mises en évidence. Les bases A1493, A1492 et G530 de l’ARN16S interagissent avec la mini hélice 




Lors de l’initiation, le ribosome engage la synthèse protéique au niveau du premier 
codon du cadre de lecture de l’ARNm, appelé codon initiateur, par l’utilisation d’un ARNt 
initiateur spécifique porteur d’une méthionine. Les mécanismes mis en jeu lors de cette 
étape, bien que reposant sur les même principes, diffèrent chez les trois domaines du vivant 
(BENELLI ET AL., 2009). Les modalités d’assemblage du ribosome sur l’ARNm et de la 
reconnaissance du premier codon d’initiation font partie de ces variations, et sont l’objet de 
nombreuses études. Notamment, alors que le codon d’initiation employé chez les 
Eucaryotes est systématiquement un AUG, les Bactéries et les Archées peuvent initier leur 
traduction au niveau d’un AUG (majoritairement), mais aussi d’un GUG ou d’un UUG, en 
utilisant le même ARNt initiateur (FILES ET AL. 1975, KHUDYAKOV ET AL., 1985, YANG ET AL., 1999). 
Cette différence entre Eucaryotes et Archées/Bactéries trouve son origine probablement au 
niveau de cet ARNt particulier, mais n’est pour le moment pas totalement élucidée. 
 
 Deuxième acte : l’élongation, qui est l’étape la plus conservée au niveau 
mécanistique et dont la chorégraphie minutieuse est digne des plus grandes scènes. Une fois 
la première méthionine mise en place, les acides aminés sont assemblés en un polypeptide 
par le ribosome grâce à la lecture des codons successifs. Les ARNt dit élongateurs entrent 
tour à tour au sein du ribosome. Chaque ARNt porte en extrémité 3’ un acide aminé 
spécifique, et possède un triplet de nucléotide complémentaire appelé anticodon, qui 
s’apparie au codon de l’ARNm engagé dans le ribosome. Une fois cet appariement effectué, 
l’acide aminé porté par l’ARNt est transféré au polypeptide en formation lors d’une réaction 
de transpeptidylation, catalysée par certaines bases de l’ARNr de la grande sous-unité : le 
ribosome est en réalité un ribozyme, probablement la relique d’un ancien monde à ARN 
(FOX, 2010). 
La précision de cette étape est indispensable pour obtenir une traduction sans erreur 
(chez S. cerevisiae, le taux d’erreur est d’environ 10−4 erreur par codon, et chez E. coli  10−3 
to 10−4) (KRAMER ET AL., 2010, KRAMER ET AL., 2007), et les ARNt entrant au sein du ribosome sont 
l’objet d’un contrôle drastique, effectué également par certaines bases des ARNr (FIGURE 17). 
Celles-ci peuvent en effet former des interactions avec le duplex d’ARN issu de 






































Ce n’est que si la région de l’ARNt portant l’anticodon est dans une conformation 
thermodynamiquement stable, et que l’appariement codon/anticodon est correcte, que ces 
interactions peuvent se former et permettre la suite du processus, par des changements 
conformationnels au niveau de l’ARNt et du ribosome. (AGRIS ET AL, 2008). Tout défaut de 
contrôle ou problème d’appariement peut aboutir à un arrêt de la traduction, voire à des 
décalages du cadre de lecture et à des erreurs qui peuvent être fatales à la cellule. Nous 
verrons par la suite une des stratégies mises en place par les cellules au niveau des ARNt 
permettant d’assurer un appariement optimal. 
 
 L’orchestration harmonieuse de ces deux grandes étapes fait également intervenir 
des facteurs d’initiation et d’élongation qui interagissent spécifiquement avec le ribosome, 
l’ARNm et les ARNt.  Enfin, le dernier acte de cette pièce, appelé Terminaison, ne fait pas 
intervenir d’ARN de transfert : le signal de fin de synthèse du polypeptide, correspondant à 
l’un des trois codons STOP est reconnu par les facteurs protéiques de terminaison. Le 
polypeptide est alors libéré, et le ribosome se dissocie de l’ARNm.  
 
 Mais avant d’entrer sur scène, à l’image des acteurs d’opéra qui passent entre les 
mains d’équipes de costumiers et de maquilleurs, les ARNr, les ARNm et les ARNt sont 
soumis à un processus de maturation spécifique et complexe, assuré par une multitudes 
d’enzymes dont certaines sont universellement conservées, et qui peuvent nous renseigner 
sur l’histoire évolutive de la machinerie de la traduction. Cette maturation intervient dès la 
fin de la transcription des différents types d’ARN, et consistent en des clivages et en des 
additions de divers groupement chimiques.  Les ARNt, en tant que matérialisation du code 
génétique, sont la classe d’ARN qui subissent probablement le plus de transformations avant 









































FIGURE 18 : Représentation de la structure secondaire « en feuille de trèfle » des ARNt 
Chaque cercle représente un nucléotide, dans lequel est indiquée la numérotation standard 
officielle. Une étoile signifie que le nucléotide est absent chez certains ARNt. Les barres grises 
représentent les liaisons hydrogènes intramoléculaires. Les numéros des nucléotides de 
l’anticodon (34, 35 et 36) sont indiqués en blanc. (d’après Sprinzl et al, 1998) 
 
 
FIGURE 19 : Représentation de la structure tridimensionnelle en « L » classique d’un ARNt 
Les différentes couleurs sont identiques à celles utilisées dans la figure précédente et identifient les 
différentes régions tiges et boucles (rose= tige ACC, orange = TΨC, bleu=D, vert=AC, jaune= 
variable). Une portion de l’ARNm est représentée (en gris), apparié avec l’ARNt au niveau du codon 
(en noir). Les barres rouges représentent les liaisons hydrogènes intermoléculaires établies entre le 





2 - L’ARNt 
 Les ARNt sont de petites molécules d’ARN, d’une taille variant de 78 à 95 nucléotides, 
dont la structure générale est hautement conservée chez tous les êtres vivants. Chez tous les 
ARNt, le brin d’ARN est replié en une structure secondaire caractéristique, que l’on appelle 
en « feuille de trèfle » (cloverleaf en anglais) en raison de sa représentation (FIGURE 18) (BERG, 
BIOCHEMISTRY. 5TH EDITION). 
Cette structure présente quatre régions : une hélice formée des extrémités 5’ et 3’, 
appelée tige acceptrice (le « pétiole » du trèfle). L’extrémité 3’ est de manière universelle 
terminée par un triplet de nucléotides ACC, auquel est lié covalemment l’un des 22 acides 
aminés composant les protéines. Les trois autres régions consistent chacune en une 
structure  « tige/boucle » (les « feuilles » du trèfle): une courte hélice double brin, terminée 
par une boucle simple brin. Elles sont respectivement appelées tige/boucle D, tige/boucle 
TΨC, et tige/boucle anticodon (AC), car cette dernière contient le triplet de nucléotides 
s’appariant avec le codon de l’ARNm. Chez certains ARNt, une quatrième région de type 
boucle, appelée Variable, peut être présente entre les tiges anticodon et TΨC.  
 
 
Ces différentes tiges/boucles interagissent entre elles, par l’intermédiaire de certains 
appariements intramoléculaires clés, pour former une structure tridimensionnelle 
particulière, en forme de L (ou de la lettre grecque gamma majuscule Γ) (FIGURE 19). L’une 
des extrémités de ce L correspond au bras anticodon, l’autre extrémité au bras accepteur, 
tandis que les tiges/boucles D, TΨC et Variable forment le « coude » de ce L.  Cette structure 
commune détermine la reconnaissance des ARNt par le ribosome, les facteurs d’élongation, 
ainsi que par différentes enzymes (notamment les enzymes de modification que l’on 
abordera par la suite), et constitue de ce fait un paramètre clé pour leur fonction.  
 
La nature de l’acide aminé porté au niveau du bras accepteur est directement liée à 
la séquence de l’anticodon au niveau du bras opposé, cette correspondance détermine les 
règles établies par le code génétique : à chaque codon, un acide aminé (nous verrons les 
modalités précises du code génétique par la suite). d’un seul type d’acide aminé, et 





























FIGURE 20: Distribution des nucléosides modifiés 
A. Par type d’ARN. Les nucléosides modifiés retrouvés dans les ARNt ont été mis en évidence en jaune.  
B. Distribution phylogénétique. Chaque couleur correspond à un domaine du vivant. Les nucléosides 
modifiés retrouvés dans les trois domaines du vivant sont au centre du diagramme en blanc. Le 
nucléoside universel t6A  est mis en évidence en rouge.  
A= adénosine, G= guanosine, U= uridine, C= cytidine. I= Inosine, Ψ = pseudouridine, D= dihydrouridine, Q= queuosine, yW= 
wyobutosine, gQ= archeosine, imG= wyosine , k= lysidine, m = méthyl, s= thio, c= carboxy, n=amin,, t = threonylcarbamoyl , 
o=epoxy, i= isopenthenyl, ac= acétyl, acp= aminocarboxypropyl, f= formyl; hn= hydroxynorvaline, h= hydroxy, g= glycine, io= 
hydroxyisopentenyl, gal= galactosyl, man= mannose, Gr = ribosyl,  
Les chiffres  en exposant correspondent à la position des groupements chimiques au niveau de la base 
azotée du nucléotide. Les formules chimiques de ce groupements est données dans la figure suivante. 
La nomenclature peut être retrouvée sur Modomics. d’après Y. Motorin et H. Grosjean, «Modification 





 L’addition de l’acide aminé au niveau de l’ARNt, appelé amino-acylation, est catalysée 
par une classe d’enzymes: les amino-acyl-ARNt synthétases (aaRS). Chaque aaRS est 
spécialisée dans l’ajout d’un seul type d’acide aminé, et reconnait selon différentes 
modalités le ou les ARNt qui leur sert de substrat (plusieurs ARNt portant le même acide 
aminé sont appelés isoaccepteurs). Ces aaRS sont donc des éléments essentiels du système 
traductionnel : leur activité est la véritable matérialisation du code génétique. Leur étude 
tant au niveau de leur mécanisme catalytique, de leur modalité de reconnaissance, mais 
aussi l’étude de leur histoire évolutive constitue un enjeu majeur pour comprendre 
l’apparition, l’évolution et les modalités du code génétique moderne. (WOESE ET AL, 2000). 
Mais l’amino-acylation ne constitue pas l’unique modification chimique post-
transcriptionnelle qui affecte les ARNt, et d’autres modifications jouent également un rôle 
dans les règles subtiles du code génétique… 
 
B- Les modifications d’ARNt 
1 - Les nucléotides rares, pas si rares que ça ! 
Ψ, m²G, mnm5se²U, cmnm5s2Um, o2yW, ncm5U, io6A, acp3Ψ, ho5U, preQ0, τm
5s2U, Im, C*, 
imG14, s2Um, ms2hn6A, s2C, D, m1Im, Q, k2C, inm5Um, OHyW, galQ, f5C, m1acp3Ψ, t6A, G+, 
oQ, m2A, m42Cm, chm5U, Gr(p), ms2t6A… 
Non, il ne s’agit pas d’un bug de Word, ni d’une crise de nerf sur le clavier de l’ordinateur, 
encore moins d’une traduction ratée d’un texte chinois par « Google Translate », mais de la 
liste non exhaustive des nucléosides modifiés connus (référencés dans la banque de données 
MODOMICS, MACHNICKA ET AL, VERSION 2013). (FIGURE 20) 
En effet, avant même de découvrir le rôle et la structure des ARNt, on identifia au sein 
des ARN cellulaires des nucléosides atypiques, légèrement différents au niveau chimique des 
quatre nucléosides canoniques Adénosine, Uridine, Cytidine et Guanosine. On les qualifia 
donc de « rare », relativement à leur quantité dans la cellule. La Pseudo-uridine, noté Ψ, fut 
le premier représentant historique de ces nucléosides atypiques (DAVID & ALLEN, 1957, appelé 
le «5ème nucléotide »), et est le plus abondant (retrouvé au niveau des ARNr, ARNt et des 
ARN nucléaires). Sa présence au sein d’un motif caractéristique conservée dans les ARNt est 
à l’origine du nom de la boucle « TΨC ». De même, la présence du nucléoside 































FIGURE 21: Composition chimique des différents nucléosides modifiés, extrait de Modomics 





 « boucle D ».  A l’heure actuelle, environ une centaine de types de nucléosides différents 
ont été découverts au sein des ARNr, ARNm et ARNt. (FIGURE 20-A)  Ces derniers sont les 
molécules qui présentent la plus grande diversité : 79 de ces nucléosides sont retrouvés au 
niveau des ARNt, dont 59 de manière spécifique (c'est-à-dire uniquement chez les ARNt) 
(GROSJEAN&BENNE, MODIFICATION AND EDITING OF RNA, ASM PRESS, 1998). Certains de ces 
nucléosides ne sont retrouvés que chez certaines espèces, ou groupes d’organismes, alors 
que d’autres sont commun à deux domaines, voire aux trois grands domaines du vivant (on 
en recense environ une vingtaine) (FIGURE 20-B). Au bilan, tous les ARNt, chez tous les êtres 
vivants, présentent au moins un, souvent plusieurs de ces nucléotides dits « rares ». Ainsi, 
cette fréquence rend obsolète ce qualificatif autrefois employé. 
 
2 - Des adeptes du tuning… moléculaire 
A l’issu de la transcription, l’ARNt est un oligonucléotide contenant uniquement les 
nucléosides A, U, G et C. Les nucléosides « atypiques » sont des dérivés post-
transcriptionnels de ces quatre nucléosides classiques : on les qualifie donc de nucléosides 
« modifiés ». Leur formation consiste dans la majorité des cas en une modification chimique 
plus ou moins complexe du nucléoside de départ (FIGURE 21). 
Il peut s’agir d’une isomérisation de la base azotée, comme dans le cas de la pseudo-
uridine (notée Psi) qui est un C-glycosyl isomère de l’uridine), de la perte d’un groupement 
chimique comme dans le cas de l’inosine (une adénosine désaminée), ou d’une réduction 
comme chez la dihydrouridine (la double liaison du cycle aromatique est réduite) (FIGURE 22). 
Pour de nombreux nucléosides modifiés, il s’agit de l’addition d’un groupement chimique 
supplémentaire. Ce groupement peut être petit, comme un méthyl (noté m) ajouté sur la 
base ou le sucre du nucléoside (m1G,  m6A, Gm, Um…), un groupement thio (soufre) comme 
pour s2U). Dans ces différents cas, on qualifie ces modifications de « simple ». 
 Le groupement chimique additionnel peut également consister en une molécule plus 
complexe, comme pour i6A (ajout d’un groupement iso-pentyl), t6A et g6A (ajout d’un acide 
aminé carbamoylé), manQ (ajout d’un mannose sur un nucléoside déjà modifié, la 
queuosine). Dans de nombreux cas, un nucléoside peut porter plusieurs groupements 







































d’origine (comme la wyobutosine). Enfin, un cas particulier concerne la queuosine et 
l’archaeosine. Chez ces nucléosides, la base azotée d’origine est tout simplement échangée 
par une molécule hétérocyclique synthétisée par une série d’enzymes (MORRIS ET AL, 2001, 
PHILLIPS ET AL., 2012). 
Ces différents nucléosides, en raison de leur complexité, sont qualifiés « d’hyper-
modifiés ». Contrairement aux modifications « simples », que l’on retrouve aussi au niveau 
des ARNr, et des petits ARN nucléaires (snoARN), les nucléosides hypermodifiés sont 
caractéristiques des ARNt. Ils représentent 80% des 59 nucléosides modifiés spécifiques aux 
ARNt. De plus, de manière intéressante, ils sont pour la plupart situés uniquement au niveau 
de la boucle anticodon, aux positions stratégiques 34 et 37. 
 
3 - Les enzymes de modification : un défi pour les biochimistes 
 Cette incroyable diversité est associée à une panoplie d’enzymes catalysant 
spécifiquement la formation de ces nucléosides modifiés. A chaque modification correspond 
souvent une enzyme qui agit directement au niveau de l’ARNt. Dans certains cas, une même 
modification (par exemple une méthylation sur l’azote d’une guanosine) se situant à 
différents endroits de l’ARN est catalysée par des enzymes distinctes (isoenzymes). A 
contrario, il a été découvert des enzymes de modification agissant sur plusieurs positions, 
voire plusieurs types d’ARN. Par exemple, chez E. coli, il a été récemment montré que 
l’enzyme TrmA catalyse la méthylation de l’uridine à la fois sur l’ARNt (au niveau du bras T) 
et sur l’ARNtm (RANAEI-SIADAT ET AL., 2013). Les hypermodifications requièrent souvent 
plusieurs enzymes différentes (par exemple, la formation de wyobutosine implique  5 
enzymes différentes, NOMA ET AL., 2006). Il est ainsi difficile d’estimer le nombre d’enzymes 
de modification dans un organisme donné. Chez Escherichia coli par exemple, on estime qu’il 
existe au moins 45 enzymes de modifications différentes  qui sont requises pour synthétiser 
les 29 types de nucléosides modifiés présents sur l’ensemble des ARNt (BJÖRK, 1995). Le 
contenu génomique correspondant aux gènes de ces enzymes de modification 
représenterait environ 4 fois le contenu génomique correspondant aux ARNt eux-mêmes ! 




































FIGURE 23 : Exemple de modifications catalysées par des enzymes de classe I et de classe II 
au sein de l’ARNtAsp chez Xenopus laevis. 
 Les cercles rouges correspondent aux  nucléosides modifiés catalysés par les enzymes de classe I, 
insensibles aux perturbations de la structure tertiaire de l’ARNt 
Les cercles noirs correspondent aux nucléosides catalysés par les enzymes de classe II, dépendantes de 
la structure tertiaire de l’ARNt  





Malgré cette importance manifeste, il existe encore certaines modifications dont les 
enzymes restent toujours inconnues ou dont la biosynthèse est encore mal comprise : l’une 
de ces modifications, t6A, constituera le sujet de cette thèse. 
 Il est également difficile d’énoncer des règles générales quant aux mécanismes de 
modification et au fonctionnement de ces enzymes. L’addition de groupement chimique se 
traduit par la formation de nouvelles liaisons covalentes. Ainsi, la plupart des enzymes de 
modification exploitent l’énergie d’hydrolyse de nucléotides (ATP), ou l’utilisation de 
cofacteurs activés comme le S-Adénosyl-méthionine, utilisé par les méthylases. 
 Les hypermodifications requièrent notamment de multiples substrats et plusieurs 
étapes catalytiques successives, assurées par des voies enzymatiques complexes. Les études 
basées sur la microinjection dans des ovocytes de Xénope de substrats ARNt dont la 
structure est altérée ont permis de classer les enzymes de modification en deux grands 
groupes (GROSJEAN ET AL., 1996): les enzymes de classe I, qui ne nécessitent pas d’éléments 
structuraux pour la reconnaissance du nucléotide à modifier, et les enzymes de classe II, qui 
requièrent des éléments structuraux au niveau de l’ARNt (FIGURE 23). Les modalités de 
reconnaissance et de spécificité de chaque enzyme sont donc des paramètres cruciaux pour 
comprendre les mécanismes de synthèse de chaque nucléoside modifié.  
 
La connaissance des voies enzymatiques de biosynthèse des nucléosides modifiés 
présente différents intérêts, notamment pour la recherche de nouveaux antibiotiques 
ciblant spécifiquement les enzymes de modification bactériennes, ou pour la compréhension 
de maladies génétiques liées à certaines de ces enzymes (nous en verrons un exemple dans 
la suite du texte concernant la modification ms2t6A). Enfin, d’un point de vue évolutif, de 
nombreuses informations peuvent être obtenues par l’étude comparée des systèmes 
enzymatiques catalysant une même modification chez différents organismes. Nous en 
verrons un exemple par la suite avec la modification universelle m1G en position 37 des 
ARNt, et l’objet de cette thèse, à savoir la compréhension du système enzymatique de 
biosynthèse de la modification t6A, soulèvera également des questions d’ordre évolutif. 
 
Mais avant de passer à ces questions, il est nécessaire de présenter le rôle fondamental 





























FIGURE 24 : Type et localisation des nucléosides modifiés dans la boucle anticodon des ARNt 
Hormis les positions 33, 42, 43, toutes les positions sont des sites potentiels de modifications. Presque 
toutes les hypermodifications sont localisées exclusivement au niveau des positions 34 (appelée la 
wobbling base) et 37 (adjacente à l’anticodon en 3’, appelée dangling base), représentées en rouge. Les 
nucléosides m1G et t6A en positions 37  (indiqués en rouge) sont retrouvés universellement. Extraits de 





4 - Rôle des nucléosides modifiés 
 La présence de groupements, polaires, chargés, hydrophobes, ou stériquement 
encombrants modifie les propriétés structurales et électrostatiques des nucléosides 
classiques, leur permettant d’acquérir de nouvelles fonctionnalités. 
De nombreuses modifications dans le corps de l’ARNt affectent son repliement et sa 
stabilité. Par exemple,  la présence m1A9 chez l’ARNt
Lys mitochondrial humain à elle seule 
permet la structure en « feuille de trèfle », et son absence mène à la formation de structures 
alternatives (HELM ET AL., 1999). Il a été observé une corrélation entre la température de 
croissance et le nombre de méthylations de l’ARNt, les organismes hyperthermophiles 
présentant de très nombreuses modifications au niveau du ribose (KOWALAK ET AL, 1994) 
(MCCLOSKEY ET AL, 2002). La méthylation du groupement libre OH du ribose, fonction très 
réactive à haute température, permettrait d’assurer une protection contre la dégradation. 
De plus, les modifications permettent d’augmenter la température de fusion de l’ARN. A 
l’opposé, les organismes psychrophiles présentent de nombreuses Dihydroxiuridines, qui 
sont supposées augmenter la flexibilité de l’ARNt (DALLGUE ET AL, 1997). Ainsi, la modification 
d’ARNt est une des stratégies d’adaptation à certaines contraintes environnementales. 
D’autre part, certaines modifications à des positions variées affectent spécifiquement 
l’identité de l’ARNt. Par exemple, l’inosine en position 34 dans l’ARNtIle de S. cerevisiae est 
un déterminant positif pour son aminoacylation (SENGER ET AL, 1997) alors que la lysidine à la 
position 34 prévient la misacylation de l’ARNt Ile par l’enzyme MetRS d’E. coli (MURAMATSU ET 
AL, 1988). 
 
La boucle anticodon est une région de l’ARNt  qui concentre de nombreux types de 
nucléosides modifiées, notamment des hyper-modifications, en particulier au niveau des 
nucléosides 34 et 37 (FIGURE 24). Les modifications présentes à ces positions influencent de 
manière très importante les interactions entre codon et anticodon, et constituent ainsi un 
paramètre modulant la capacité de décodage de l’information génétique par les ARNt, que 































FIGURE 25 : Le Code Génétique  
En plus des 64 codons et de leur correspondance, les nucléosides modifiés en position 34 et 37 de 
l’anticodon des ARNt, qui joue un rôle dans la reconnaissance des codons, sont indiquées à titre 
indicatif. 
Les codons dégénérés 6 fois sont colorés en bleus, ceux dégénérés 4X en rose, dégénérés 3 fois (Ile) en 
orange, dégénérés 2X en vert, et enfin les codons unique (Met et Trp) colorés en jaune. Les usages 
alternatifs des codons, utilisés chez certains organismes et les mitochondries, sont indiqués en police 
réduite de couleur rouge et bleu. Les deux acides aminés Selenocystéine et Pyrrolysine codés chez 
certains organismes sont indiqués en blanc. Chez la mitochondrie, l’ARNtMet reconnait  AUG et AUA 
(indiqué en jaune). Les modifications de la base 34 (wobbling) sont indiquées en vertical dans les 
différentes boites à titre d’exemple. Les modifications de la base 37  sont indiquées sur la gauche du 
tableau, le nucléoside le plus fréquent (ou ses dérivés) est indiqué en rouge. 
X= (c)mnm5, mcm5, x= H, méthyl, acide acétique 





5 - Quand la base 34 vacille, le code génétique dégénère… 
 
Le code génétique est dégénéré et semble gelé. Cette constatation a été faite dès les 
années 1960, lorsque le mode de codage de l’information génétique, sous forme de triplet 
de nucléotides appelés codons, fut élucidé (NIRENBERG ET AL 1965, SÖLL ET AL 1965). En effet, 
quatre nucléosides différents (A, U, G, C) sur trois positions (1ère, 2ème, ou 3ème de chaque 
codon) aboutissent à 43=64 codons possibles. Or il n’y a que 22 acides aminés naturels dans 
les protéines. Ainsi, à un acide aminé donné peuvent correspondre plusieurs codons : on 
parle de dégénérescence. Trois codons sont usuellement utilisés comme signal stop (appelé 
Ambre* UAG, Opale UGA et Ocre UAA), et sont reconnus par les facteurs de terminaisons. 
Les 61 codons restants sont appelé sens, et se répartissent en plusieurs groupes de codons 
« synonymes », c'est-à-dire codant un même acide aminé (FIGURE 25). Lorsqu’elles furent 
décryptées, ces règles semblaient universelles et applicables à tous les êtres vivants : Francis 
Crick estima donc qu’elles devaient avoir été établies aléatoirement (par accident), très tôt 
dans l’évolution, et n’avait depuis subi aucun changement, comme gelé : c’est l’hypothèse 
du « frozen accident ». (CRICK, 1968). 
 
Pour expliquer la dégénérescence au niveau mécanistique, F.Crick émis également 
l’hypothèse que les deux première bases du duplex codon/anticodon devaient s’apparier 
strictement selon une interaction Watson-Crick, (A=U, G=C), alors que la troisième base du 
codon devait s’apparier de façon plus lâche avec la base 34 de l’anticodon (G pouvant alors 
s’apparier avec U): c’est l’hypothèse du wobbling (qui se traduit par « vaciller » en français) 
(CRICK, 1966). Cette hypothèse a été confirmée par la suite : en effet on constate que la 
position 34 de l’anticodon (appelé wobbling base) admet des appariements moins stricts, 
permettant à un même ARNt de lire plusieurs codons. Ainsi, chez E. coli, on dénombre 
seulement 47 espèces différentes d’ARNt qui suffisent à décoder l’ensemble du code 
génétique. Certaines espèces ont même un nombre encore plus réduits d’ARNt pour assurer 
ce décodage (par exemple, certains Mycoplasmes n’ont que 23 ARNt différents).  
 
                                                      
* le nom de Ambre provient d’un étudiant en thèse, Harris Bernstein (ambre, en allemand), qui, en échange d’un long et 
fastidieux travail d’isolation de plus de 2000 mutants du phage T4, fut autorisé à nommer les mutants découverts. Les 



































FIGURE 26 : L’hypothèse du Wobbling et sa version « modifiée ». 
Tableau indiquant les appariements prévus par l’hypothèse originale prévue par F. Crick et sa version 






A l’origine, le modèle de wobbling prenait déjà en compte, en plus des appariements non 
canoniques G:U et U:G,  la présence de l’inosine (un dérivé de l’adénosine en position 34 
découvert en 1966) pouvant s’apparier à U, C ou A (FIGURE 26). Cependant, ce modèle ne 
permet pas d’expliquer en totalité les différentes modalités de reconnaissance des codons 
par les ARNt observées expérimentalement, et on découvrit finalement le rôle essentiel des 
modifications d’ARNt dans le phénomène de wobbling. 
 
L’une des positions les plus modifiées dans les ARNt est en effet la wobbling base 
(position 34) (cf FIGURE 24). On compte plus d’une trentaine de modification qui peuvent 
l’affecter, dont de nombreuses hypermodifications, notamment lorsqu’il s’agit d’une uridine. 
Ces modifications, en changeant les propriétés des nucléotides, permettent de contrôler très 
précisément l’appariement avec le codon, en restreignant le phénomène de wobbling ou au 
contraire en augmentant ses possibilités. On parle alors de « expanded wobbling » 
(« vacillement étendu ») (FIGURE 26). Certaines modifications ne changent pas les propriétés 
de reconnaissance, mais augmentent la stabilité de l’appariement et contribuent à la fidélité 
de lecture. Ainsi, la présence des modifications est maintenant pris en compte dans la 
lecture du code génétique « standard », et la caractérisation de l’impact de chacun des 
diverses modifications sur cette base 34 est essentielle pour comprendre les modalités 
complexes qui permettent aux cellules de décoder correctement l’information génétique 
(AGRIS 2007, REVUE). 
 
D’un point de vue évolutif, cette position retient également une attention particulière, car 
les modifications à son niveau ont été des outils permettant aux cellules d’exploiter les 
potentialités et possibilités du code génétique. L’identification de certains organismes 
(notamment les Mycoplasmes, les mitochondries) ayant réassigné certains codon, et  la 
compréhension du rôle des modifications de la base 34 ont montré que le code génétique, 
que l’on considérait comme gelé depuis des temps immémoriaux, ne l’est en fait 
































6 - Dangling Queen : la base 37 
Au sein de la boucle anticodon, on trouve un autre nucléoside stratégique: il s’agit de la 
position 37. Adjacent à l’anticodon en 3’, le nucléoside  positionné à ce niveau est (presque) 
toujours une purine : A ou G. Des études structurales montrent que cette purine 37 change 
de géométrie lors de la liaison de l’ARNt au sein du site A du ribosome (contrairement au 
reste du domaine anticodon), et se positionne comme une plate-forme située au dessus du 
« complexe » formé par la troisième base de l’anticodon et la première base du codon 
(AGRIS, 2008). Elle est ainsi qualifiée de « dangling base », (en français, se balancer) et joue un 
rôle structural de première importance. Tout comme la position 34, le nucléoside 37 de 
l’ARNt présente une grande variété de modifications (cf FIGURE 24). D’une manière générale,  
la présence d’un groupement additionnel sur la base 37 participe à la structuration de la 
boucle anticodon, augmente la force d’empilement (stacking) des bases de l’anticodon et 
stabilise l’appariement codon/anticodon. De ce fait, elle permet à l’ARNt de se lier 
correctement à l’ARNm au sein du ribosome, et empêche des décalages du cadre de lecture : 
elle joue donc un rôle capital dans l’efficacité et la fidélité de la traduction.  
 
La nature du nucléoside modifié en position 37 est directement liée à la composition de 
l’anticodon adjacent, notamment de la troisième base 36 (cf FIGURE 25).  Une adénosine en 
position 36 est généralement associée  à la présence d’une isopentenyl-adénosine (i6A) en 
position 37. Une guanosine en position 36 est souvent associée à une méthylguanosine m1G 
en position 37. En raison de cette position stratégique, chacune de ces deux modifications 
d’ARNt a fait l’objet d’études intensives afin de comprendre leur rôle au niveau de l’ARNt et 
les mécanismes de leur biosynthèse. Je présenterai donc brièvement certaines données 
intéressantes issues de l’étude de i6A37 et m
1G37 , qui pourront éclairer certains aspects des 










































a) Le nucléoside modifié i6A37 
L’isopentyl-adénosine, noté i6A, est un nucléoside modifié présent uniquement en 
position 37, chez les Bactéries, les Eucaryotes mais aussi les mitochondries et les 
chloroplastes. L’isopentenyl est un groupement stériquement encombrant et hydrophobe. 
Présente au niveau des ARNt décodant les codons UNN (N étant n’importe lequel des 4 
nucléosides), cette modification est catalysée par une famille de protéines orthologues, 
appelée MiaA chez les bactéries, Mod5 chez la levure (DIHANICH ET AL., 1987) et TRIT1 chez 
l’Homme. Les Archées ne semblent pas posséder cette enzyme, et leurs ARNt présentent 
m1G à la place de i6A. 
Les mutants miaA chez E. coli et S.enterica présentent de multiples défauts 
traductionnels : une diminution de l’efficacité et de la fidélité de lecture. Ces mutants sont 
viables mais présentent des phénotypes pléiotropiques: une croissance réduite, une 
sensibilité altérée aux analogues d’acides aminés, d’importantes perturbations 
métaboliques. Ainsi, la présence de i6A assure une traduction fidèle et efficace, et permet 
l’expression correcte de différentes protéines impliquées dans de nombreuses voies 
métaboliques.  
De manière intéressante, la protéine Mod5 chez S. cerevisiae est exportée à la fois 
dans le cytoplasme et dans la mitochondrie, par l’usage d’un codon d’initiation alternatif lors 
de son expression (BOGUTA ET AL., 1994). Cette enzyme modifie donc à la fois les ARNt 
cytoplasmiques et mitochondriaux. De plus, alors que chez les Bactéries tous les ARNt 
décodant les codons UNN portent i6A, chez les Eucaryotes, seul un sous-ensemble de ces 
ARNt est modifié. Ainsi, les modalités de sélectivité et de reconnaissance des ARNt par cette 
famille d’enzymes semblent complexes et variables selon les organismes d’origine, et ont 
donc été très étudiées. Récemment, la comparaison des structures de MiaA (de E. coli) et 
Mod5 (de S. cerevisiae) avec l’ARNt a permis d’élucider ces différences au niveau 
mécanistique et structurale (LAMICHHANE ET AL., 2011, SEIF ET AL, 2009, ZHOU ET AL., 2008). Ainsi, ces 
deux enzymes pourtant orthologues ne sont pas dépendantes des mêmes déterminants 































b) La modification universelle m1G37 : 
Le nucléoside modifié m1G37 est retrouvé universellement chez tous les organismes (Bactéries, 
Archées et Eucaryotes), ainsi que chez les mitochondries et les chloroplastes. Présente sur presque 
tous les ARNt portant un G en position 36 (décodant les codons CNN), mais aussi de manière 
fréquente sur les ARNt décodant les codons UNN (notamment chez les Archées) elle joue, tout 
comme i6A, un rôle important en augmentant la fidélité de décodage du ribosome (LEE ET AL., 2007). Sa 
synthèse est catalysée par une méthyltransférase. Chez les Bactéries, cette enzyme est appelée  
TrmD alors que chez les Archées et les Eucaryotes, elle est appelée Trm5. (GOTO-ITO 2008, 2009). Tout 
comme Mod5, la protéine Trm5 est présente chez la Levure à la fois dans le cytoplasme et la 
mitochondrie, la version mitochondriale possédant un peptide d’adressage spécifique probablement 
issu d’une initiation alternative (LEE ET AL., 2007). 
De manière intéressante,  les deux familles de protéines TrmD et Trm5 ne sont pas orthologues : 
elles présentent des repliements distincts, des modalités de reconnaissance de l’ARNt  et également 
un mécanisme catalytique différent (CHRISTANT ET HOU 2007).  Ainsi, la présence de m1G au niveau de la 
position 37 pourrait illustrer un cas de convergence évolutive : cette modification pourrait être 
apparue après la divergence des lignées Bactéries et Archées/Eucaryotes, et donc ne pas avoir été  
présente chez LUCA. Ainsi, on constate que l’étude des voies enzymatiques des modifications  d’ARNt 
universelles peut nous fournir des renseignements intéressants sur l’histoire évolutive des lignées 
cellulaires. De plus, les différences entre ces deux familles analogues permettent la recherche de 
nouveaux antibiotiques, par la caractérisation de molécules ciblant spécifiquement l’enzyme 
bactérienne sans affecter les versions archéenne/eucaryote (LAHOUD ET AL, 2011). 
 
Au bilan, les différentes études concernant ces deux modifications de la base 37 ont montré 
leur rôle essentiel dans la qualité de la traduction. La compréhension de leur voie de biosynthèse 
respective chez différents organismes a fourni de nombreuses surprises, tant au niveau 
mécanistique qu’évolutif.  Une autre modification au niveau de la position 37 présente des 
caractéristiques similaires à ces deux nucléosides modifiés : tout comme i6A, il s’agit de l’addition 
d’un groupement chimique stériquement encombrant. Tout comme m1G, elle est universelle, 
présente chez tous les organismes. Tout comme ces deux modifications, on la retrouve sur une 
classe spécifique d’ARNt : ceux arborant un U en position 36. Cependant, à la différence de m1G et 
i6A, les enzymes catalysant sa formation sont restées mystérieuses depuis 40 ans, jusqu’à très 
récemment… Revenons donc sur la découverte, la caractérisation et l’étude de ce nucléoside 























FIGURE 27: Structure chimique du nucléoside N6-thréonylcarbamoyladénosine (t6A) et de ses 
variants  
L’adénosine est indiquée en bleu, la numérotation officielle de la base azotée est indiquée sur certains 
atomes. 
Le groupement carbamoyl est indiqué en gris, et le groupement thréonyl est indiqué en orange.  
Les dérivés méthyl (m) et thiométhyl (ms)  ou cyclique (c) de t6A, retrouvés chez certains organismes, 
sont représentés dans les encarts inférieurs, les groupements additionnels sont indiqués en rouge 
Les nucléosides similaires à t6A : g6A et hn6A, où l’acide aminé greffé au groupement carbamoyl diffère, 





C – Le nucléoside modifié t6A  
1 - Une modification universelle - découverte de t6A 
 
Le nucléoside N-(adeno-6-yl-carbamoyl)threonine, ou t6A, fut découvert en 1969 au 
sein d’ARNt issus de différents organismes (CHHEDDA ET AL., 1969, SCHWEIZER ET AL., 1969). 
Chimiquement, il s’agit d’une adénosine sur laquelle est greffé, sur l’atome d’azote 6 de la 
purine, un groupement urée (carbamoyl) suivi d’une thréonine (FIGURE 27). 
 Ces premières études révélèrent que t6A est présente à la fois chez les Bactéries 
(Escherichia coli) mais aussi chez différents Eucaryotes (champignon : Torula, Rizopongo, 
plantes : Triticum, mammifères : Rattus, Homo) (CHHEDDA ET AL 1969) (CUNNINGHAM ET AL., 1974). 
Après la découverte des Archées, la présence de t6A fut étendue à ce nouveau domaine, lors 
du séquençage du premier ARNt d’Archée (tRNAmet de Thermoplasma acidophilum) 
(KILPATRICK ET AL., 1981). L’identification des modifications d’ARNt chez une grande variété 
d’organismes, facilitée par l’évolution des techniques (LC-MS/MS), et la mise en place de 
banques de données régulièrement actualisées (SPRINTZ ET AL, MODOMICS) complétèrent ces 
travaux au fil des ans, permettant de fournir un aperçu global de la répartition de ce 
nucléoside modifié au sein du monde vivant. 
t6A apparait alors comme un nucléoside universel, présent systématiquement chez tous 
organismes dont les ARNt ont été séquencés, y compris chez les organismes aux génomes 
très réduits que sont les Mycoplasmes, ainsi qu’au niveau des ARNt des plastes et  des 
mitochondries (GROSJEAN ET AL., 1995). Cette universalité fait de t6A un candidat probable pour 
faire partie des modifications d’ARNt déjà présentes chez LUCA.  
 
La localisation exacte de ce nucléoside au sein des ARNt fut identifiée dès sa 
découverte : t6A se trouve exclusivement en position 3’ de l’anticodon, correspondant à la 
position 37 (TAKEMURA 1969) et présent systématiquement  et exclusivement au niveau des 
ARNt décodant les codons de la forme ANN  (ISHIKURA ET AL, 1969, POWERS ET AL, 1972, SPRINTZ ET 
AL 2005) (FIGURE 28).  Une exception concerne  toutefois l’ARNtMet initiateur des Bactéries, des 
Archées, des plastes et des mitochondries, qui décodent le codon AUG mais ne présentent 




































FIGURE 28 : t6A et ses variants sont présents sur les ARNt reconnaissant les codons de la 
forme ANN  
Le code génétique est représenté sous sa forme classique : codon/acide aminé correspondant  
Les cases colorées en rouge correspondent aux codons qui sont reconnus par des ARNt portant t6A37. La 
case gris foncé correspond à l’ARNtMet initiateur des Bactéries (B), Archées (A) et Organites (O), qui ne 
porte pas t6A. La case rose indique la présence, chez les Bactéries, de m6t6A au niveau des ARNtThr. La 





Des variants de ce nucléoside ont également été identifiés et caractérisés (FIGURE 27 
ET 28): g6A (une glycine au lieu de thréonine, identifié chez la Levure (SCHEIWZER ET AL.,  1970), 
hn6A (une hydroxynorvaline, trouvé chez certaines Bactéries et Archées thermophiles (REDDY 
ET AL., 1992), ainsi que leurs dérivés : m6t6A (chez E. coli, sur deux ARNtThr, KIMURA, 1972) et 
ms2t6A (dérivé thiométhyl de t6A, présent sur l’ARNtLys dans les trois domaines du vivant 
SPRINZL ET AL, 2005), ms2hn6A. Récemment, il a été décrit chez plusieurs organismes une forme 
cyclique de t6A : ct6A (MIYAUCHI ET AL., 2013). Les auteurs de cette étude suggèrent que la 
forme non cyclique de t6A, observée jusqu'alors dans toutes les études, pourrait être un 
artefact produit par les conditions d’isolation des ARNt utilisées couramment. Cette forme 
semble présenter une distribution particulière dans le monde vivant : elle a été détecté chez 
E.coli, B.subtilis, S.cerevisiae et S.pombe, Spinacia oleracea (l’épinard) alors quez l’Homme, la 
souris, les Archées H.volcanii, T.acidophilum et les Bactéries M.mobile et A. ferrooxidans ne 
semblent pas la posséder, et sa formation implique une protéine de la famille MoeB/ThiF, 
des enzymes E1 ubiquitine-activating like retrouvées dans les trois domaines du vivant. 
  
Qu’il s’agisse d’une forme dérivée ou de la forme « classique » t6A, la compréhension 
du rôle biologique de ce nucléoside modifié devint très tôt un enjeu majeur, en raison de 
son universalité associé à sa position clé au niveau des ARNt. 
 
2 - Caractérisation du rôle biologique de t6A 
La structure de t6A, résolue en 1974, montre que la présence du groupement 
carbamoyl-thréonine empêche l’adénine de pouvoir former un appariement de type 
Watson-Crick. Cela permit de suggérer que cette modification pourrait intervenir d’une part, 
dans la conformation de la boucle anticodon et  d’autre part jouer un rôle dans la lecture 
correcte des codons (PARTHASARATHY ET AL, 1974). De nombreuses études biochimiques (MILLER 
ET AL., 1976, WEISSENBACH ET AL. 1981, REDDY ET AL. 1981) basées sur des expériences d’interactions 
entre l’ARNt et l’anticodon selon différents contexte (en absence ou en présence de 
ribosome), et des études structurales, basée sur la résolution de structures de boucle 
anticodon dépourvue ou non de t6A, vinrent compléter ces travaux initiaux (FIGURE 29). 




































FIGURE 29 : Illustration du rôle structural de t6A au niveau de la boucle anticodon de l’ARNt 
A. Comparaison structurale de la tige/boucle anticodon de l’ARNtLys(UUU) non modifiée (à gauche) 
ou modifiée (à droite). t6A37 (en vert) et mnm
5s2U34 (en jaune) et Ψ39 (en gris) permettent de structurer 
la boucle et de diminuer son entropie.  
B. Structure de la boucle anticodon appariée à un ARNm au niveau du site A du ribosome. La base 37, 
portant t6A, se positionne comme une plate-forme au dessus de duplex codon anticodon et augmente 




La présence de t6A structure la boucle anticodon en empêchant l’appariement entre 
U33-A37, et réduit son entropie (REVUE, AGRIS ET AL., 2006). t6A ordonne également le 
positionnement des bases de l’anticodon, et augmente la force d’empilement au niveau de 
ces bases lors de l’interaction avec l’ARNm. Ainsi, la présence de t6A  stabilise fortement le 
duplex codon/anticodon, ce qui constitue un paramètre critique pour l’efficacité de la 
traduction. La présence de ce groupement polaire carbamoylthréonine empêcherait 
également le décalage de cadre de lecture, et participerait donc à la fidélité de la traduction 
 
Enfin, la présence de t6A influencerait également les capacités de décodage de certains 
ARNt.  Ainsi, chez l’ARNtLys(UUU), qui a été très étudié au niveau structural, la présence 
simultanée de t6A en position 37 et de mcm5U en position 34 est nécessaire pour que l’ARNt 
puisse décoder à la fois les codons AAG et AAA : t6A favorise ainsi le phénomène de 
wobbling (YARAN ET AL., 2000) 
 
Chez l’ARNtMet initiateur Eucaryote en revanche, la présence de t6A aurait pour rôle de 
restreindre l’initiation au seul codon AUG, contrairement aux Bactéries et aux Archées dont 
l’ARNtMet initiateur, dépourvu de t6A, peut se s’apparier à GUG et UUG (DUBE ET AL. 1968, 
LECRINIER ET AL., 2006). 
 
Ainsi, la présence de t6A au sein de certains ARNt semble être l’une des clés qui permet 
aux organismes d’effectuer une traduction fidèle et efficace. Ce rôle essentiel permettrait 
d’expliquer la présence universelle de ce nucléoside modifié chez tous les organismes 
vivants. 
Mais comme toute étude in vitro, une validation du modèle à l’aide de données in vivo, 
par l’étude de mutants dépourvus de ce nucléoside, est indispensable. Pour confirmer le 
réel impact de t6A sur la traduction, il faut pouvoir identifier la ou les enzyme(s) catalysant 
sa formation, et donc comprendre sa voie de biosynthèse. De plus, la comparaison des 
machineries enzymatiques chez les Bactéries, les Eucaryotes, les Archées et les organites 
permettrait d’un point de vue évolutif de déterminer si t6A pouvait être présente chez 
LUCA, et donc donner des renseignements sur la qualité du système traductionnel 





























FIGURE 30 : Illustration des connaissances concernant la biosynthèse de t6A en 1975, 
montrant les différents précurseurs identifiés à l’époque. 
 
 
FIGURE 31 : Principe de la technique de micro-injection d’ARNt dans des ovocytes de Xénope 
permettant l’étude des modifications d’ARNt in cellulo. 
Des ARNt transcrits in vitro et radiomarqués, pouvant porter des mutations ponctuels ou des délétions, 
sont micro-injectés dans le cytoplasme d’ovocytes de Xénope non fécondés. Après incubation, les ARNt 
sont extraits puis digérés afin d’analyser la présence de nucléoside modifiés radioactifs, traduisant 






3 - Caractérisation de la biosynthèse de t6A 
a) Les précurseurs de t6A : 
Dès 1972, plusieurs travaux identifièrent les substrats précurseurs du groupement 
chimique thréonyl-carbamoyl porté par l’adénosine 37  (POWERS 1972, CHHEDA 1972, ELKINS AND 
KELLER 1974, KORNER AND SOLL 1974).  Ces premières études, réalisées chez le rat et chez E. coli, 
montrèrent que t6A est synthétisée à partir de thréonine libre, de carbonate, et en présence 
d’ATP et de Mg2+(FIGURE 30). Cependant, aucune de ces études ne parvint à identifier la ou 
les enzyme(s) responsable(s) de cette synthèse, et le rendement de réaction in vitro, à partir 
d’extraits cellulaires, restait faible et variable. En raison de ces difficultés, on soupçonna 
donc l’intervention de plusieurs enzymes et le passage par des intermédiaires activés, 
comme du carbamoyl-phosphate. A défaut de réussir à isoler les enzymes de synthèse de 
t6A, plusieurs travaux apportèrent des informations concernant les modalités de 
fonctionnement de cette machinerie.  
 
b) On ne fait pas de recherche sans casser des œufs : caractérisation de la 
machinerie de synthèse de t6A Eucaryote 
En utilisant des extraits solubles cytoplasmiques de cellules de Xénope, et des ARNt 
extraits de cellules humaines, il fut montré que t6A n’est synthétisée sur l’ARNt qu’après la 
maturation des extrémités 3’ et 5’ (KOSKI AND CLARKSON, 1982, HARADA 1984). Mais la 
caractérisation de la machinerie de synthèse de t6A chez les Eucaryotes fit un bond en avant 
grâce à une approche originale: l’utilisation d’ovocytes de Xénope comme « tubes à essai 
cellulaires ». Au lieu d’étudier in vitro la machinerie de synthèse de t6A, l’idée était de la 
laisser opérer in cellulo dans ces ovocytes, en fournissant par micro-injection des substrats 
ARNt radiomarqués, que l’on récupérait ensuite par extraction (FIGURE 31). Ainsi, sans même 
connaitre les enzymes responsables de cette modification, il était possible de suivre la 
cinétique de cette réaction et d’identifier les déterminants de la de reconnaissance de l’ARNt 
substrat.  Deux travaux s’appuyant sur cette approche étudièrent donc les modalités de 
synthèse de t6A (GROSJEAN 1987, MORIN 1998). 
 L’injection de variants d’ARNt de Levure, mutés à différentes positions pour altérer la 
séquence ou la structure tridimensionnelle de la molécule, permit de mettre en évidence 




































FIGURE 32 : Représentation des déterminants moléculaires nécessaires à la machinerie de 
biosynthèse de t6A chez Xenopus laevis, déterminé par microinjection d’ARNt in cellulo. 
Les déterminants strictement nécessaires pour la synthèse de t6A sont représentés en rouge. La 
présence des bras D et T, indispensables à la structuration tridimentionnelle de l’ARNt, témoigne d’une 
enzyme de classe II. 
Au niveau de la boucle anticodon, le motif U36-A37 est strictement requis pour la synthèse de t6A 
(rouge). Un A en position 38 favorise fortement la synthèse de t6A (en orange). La présence d’un C32 et 





composition de la boucle anticodon, et d’autre part la structure tertiaire de l’ARNt. Ainsi, 
l’A37 de l’ARNt
Met initiateur de S. cerevisiae (anticodon CAU, naturellement porteur de t6A 
chez cet organisme) est modifié en t6A très rapidement dans les ovocytes de Xénope (100% 
de modification en quelques heures). Les différents mutants de cet ARNt montrent que cette 
modification requiert d’une manière stricte la présence du couple U36-A37. La présence d’un 
A en position 38 augmente fortement cette synthèse. Cette observation est corrélée par le 
fait que quasiment tous les ARNt séquencés (issus de différents organismes) ayant un t6A37 
possèdent ce triplet de nucléotides : U36A37A38, qui semble donc être un déterminant 
universel de reconnaissance par les enzymes de biosynthèse de t6A (FIGURE 32). 
De plus, un ARNtVal de Levure (anticodon UAC, qui ne porte pas naturellement t6A) 
dont la boucle anticodon est mutée pour être identique à la boucle anticodon de l’ARNtMeti 
devient un excellent substrat de la réaction. En comparant cet ARNt muté avec les substrats 
ARNtThr et ARNtIle, on en arrive à une séquence consensus qui constitue la meilleure identité 
pour la reconnaissance par la machinerie t6A  du Xénope : C32U33N34N35U36A37A38. 
Cependant, ce consensus ne peut être généralisable, car certains organismes n’ont pas de C 
en position 32 (E. coli). La taille de la boucle anticodon quant à elle n’influence pas cette 
réaction, tout comme le type de nucléoside en positon 34 et 35, ou la composition de la tige 
anticodon.  Ainsi, malgré la présence stricte du motif U36A37A38, une certaine variabilité 
semble tolérée dans le reste de la boucle pour la reconnaissance du substrat, permettant 
d’expliquer la présence de t6A de manière universelle malgré des séquences d’ARNt 
variables d’un organisme à l’autre. 
Au niveau structural, des perturbations locales de certaines interactions clés, qui 
n’affectent pas la structure générale de l’ARNt, ont peu d’impact sur la synthèse de t6A. En 
revanche, des perturbations drastiques de la structure en feuille de trèfle, comme la délétion 
des bras D et T, abolissent totalement la synthèse de t6A. La machinerie eucaryote fait donc 
partie des enzymes des modifications de classe II, qui requiert strictement une conformation 
tridimensionnelle correcte. 
Lors de ces expériences, plusieurs autres modifications (D47, m
5C48, m
1A58) sont 
synthétisées de manière concomitante à t6A, ce qui ne permet pas d’exclure que certaines 





































FIGURE 33 : L’ARNtMet initiateur révèle des différences entre les machineries de synthèse t6A  





c) Des machineries différentes selon les domaines du vivant ? 
Chez les Bactéries, l’ARNtfMet initiateur ne porte naturellement pas t6A, bien qu’il 
possède les éléments structuraux décrits précédemment. Or, de manière surprenante, l’A37 
de l’ARNtfMeti (E. coli) est modifié très rapidement en t6A dans les cellules de Xénope ! 
(GROSJEAN ET AL., 1987). Ainsi, la machinerie eucaryote peut reconnaitre cet ARNt comme 
substrat.  Cela implique que l’absence de t6A in vivo  au niveau de l’ARNtMet i chez E. coli ne 
repose pas sur une particularité intrinsèque à cet ARNt (comme par exemple une richesse 
particulière en G/C), mais plutôt sur des différences propres au système enzymatique 
bactérien, comme des modalités de reconnaissance différentes du système eucaryote ou la 
présence de facteurs de sélectivité spécifiques. (FIGURE 33). L’ARNtMet initiateur des Archées 
étant également dépourvu de t6A, une telle différence pourrait également exister 
concernant la machinerie de synthèse chez ces organismes, bien qu’aucune donnée  ne 
permette de le confirmer pour le moment. Enfin, d’une manière intéressante, l’ARNtSer (GCU) 
de la mitochondrie de bœuf ne possède pas de bras D (indispensable pour la synthèse de t6A 
au niveau cytoplasmique), mais porte t6A (ARCARI ET BROWNLEE, 1980), ce qui peut permettre 
de penser que la machinerie mitochondriale a également des éléments de reconnaissance 
qui diffèrent de la machinerie cytoplasmique. 
 
Ainsi, l’injection d’ARNt dans des ovocytes est une approche qui compense l’absence 
d’enzymes purifiées disponibles. Elle a permis de déterminer précisément les éléments 
structuraux essentiels requis pour la machinerie t6A des eucaryotes : un motif U36A37A38, et une 
structure 2D/3D intacte. Cette approche a également permis de pointer des différences 
probables entre les machineries issues des trois domaines du vivant au niveau de leurs 
modalités de reconnaissance. Cependant, cette approche présente des limites : l’ovocyte de 
Xénope est une cellule « particulière » au niveau de son métabolisme, de multiples enzymes 
de modifications agissent simultanément sur le substrat injecté, et  la microinjection est 
difficilement transposable à d’autres organismes, voire impossible. Elle ne peut donc pas 










































d) La biosynthèse du dérivé de ms²t6A : quand modification d’ARNt rime avec santé  
Alors que les enzymes de synthèse de t6A restaient toujours mystérieuses, les 
chercheurs eurent plus de chance concernant la  synthèse des dérivés m6t6A, ms2t6A, et ct6A.  
Le cas de ms2t6A est un cas particulièrement intéressant, car il illustre l’intérêt de la 
caractérisation des systèmes enzymatiques de biosynthèse de ces nucléosides modifiés. 
 
Tout comme t6A, on retrouve ms2t6A sur certains ARNt dans les trois domaines du 
vivant, mais sur un nombre très limité d’ARNt. Par exemple, chez l’Homme comme chez 
Bacillus subtilis, on le retrouve uniquement au niveau de l’ARNtLys(UUU). L’enzyme 
synthétisant ce dérivé a été découverte récemment chez Bacillus subtilis : il s’agit d’une 
méthylthiotransférase, appelé MtaB (pour methylthio-threonylcarbamoyl-adenosine 
transferase B), catalysant l’addition d’un groupement thio méthyl sur le groupement 
préalable t6A (ANTON ET AL., 2010). Les Eucaryotes et les Archées présentent un orthologue de 
cette enzyme, nommé e-MtaB. (ARRAGAIN ET AL., 2010). Chez l’Homme et la souris, 
l’orthologue de cette enzyme est codé par le gène cdkal-1 (pour « cdk5  regulatory 
associated proteine 1-like »). Or, depuis plusieurs années, on savait sans en connaître 
l’origine que des variations spécifiques dans la séquence du gène cdkal1 étaient associées au 
développement du diabète de type 2, une maladie multifactorielle touchant près de 21 
millions de personnes en Europe se traduisant par un déficit d’insuline. Finalement, après 
avoir découvert le rôle des orthologues de CDKAL1 chez les Bactéries, le lien entre 
modification d’ARNt et diabète a été démontré très récemment, mettant en jeu une cascade 
d’évènements surprenante (WEI ET AL.,2011). Des mutations dans le gène ckal1 engendrent 
une protéine non fonctionnelle, qui conduit à l’absence de ms2t6A sur l’ARNtLys(UUU). Cela a 
pour conséquence des erreurs fréquentes dans la lecture du codon AAA et AAG, ainsi que 
des décalages de cadre de lecture. Or, le gène de l’insuline contient deux codons Lysine, et 
l’une des lysines est située stratégiquement au niveau du site de clivage entre les chaines A 
et C de la pro-insuline. Une mauvaise lecture de ce codon provoquerait ainsi la production 
d’une pro-insuline impossible à maturer, d’où un déficit global d’insuline fonctionnelle et le 





































FIGURE 34 : Tableau de nomenclature des différentes protéines citées et étudiées dans ce 
manuscrit, et impliquées dans la voie de biosynthèse de t6A dans les trois domaine du vivant. 






Ainsi, la compréhension des voies de biosynthèse des nucléosides modifiés, en 
particulier de t6A, qui est présente chez l’Homme à la fois au niveau cytoplasmique et 
mitochondrial,  est un enjeu majeur qui peut déboucher sur des applications et des 
découvertes inattendues. Si les méthodes classiques de biochimie in vitro et in vivo ne 
permettent pas d’identifier cette fameuse t6A synthétase, c’est vers des techniques in 
silico qu’il faut se tourner. L’idée est la suivante : t6A étant une modification universelle, 
peut-on identifier une famille de protéines universelles de fonction indéterminée, en tant 
que candidat à la t6A synthétase? 
Ce raisonnement fut suivi en 2009 par l’équipe de Valérie de Crécy-Lagard (EL YACOUBI ET 
AL, 2009) qui identifia l’une des protéines intervenant dans la voie de biosynthèse de t6A : la 
protéine YrdC chez E. coli et son homologue Sua5 chez S. cerevisiae, membres du 
COG0009. Avant qu’ils ne soient impliqués dans la biosynthèse de t6A, les membres de ce 
COG ont été, depuis leur identification, étudiés de manière extensive et sont devenus aussi 
bien une source d’information que de questionnement. Nous allons dons revenir dans un 




NB : Dans la suite du texte, de nombreuses autres protéines vont être abordées en lien 
avec la synthèse de t6A.  Ces protéines et leurs orthologues portent des noms différents selon 
les organismes d’origine ou les travaux au cours desquels ils ont été caractérisés. La FIGURE 
34 est un tableau récapitulatif de la nomenclature retrouvée dans la littérature. Les noms en 




































Chapitre III : La Quête de la t6A synthase 
 
A - Sua5/YrdC (COG0009) : première pièce du puzzle 
de la t6A synthase 
 
1 - Une protéine impliquée dans la traduction ? 
En 1991 un ensemble de gènes furent identifiés chez Saccharomyces cerevisiae comme 
étant des suppresseurs d’un défaut d’initiation de la traduction causé par une mutation dans 
le gène cyc1, codant pour la protéine Cyc1 (le cytochrome C) (HAMPSEY ET AL., 1991). Dans une 
souche portant l’allèle cyc1-1019, une substitution conduisant à l’apparition d’un AUG 
aberrant en amont du cadre de lecture provoque une production de 2% de la quantité 
normale de la protéine. Huit gènes furent identifiés comme  suppresseurs de cet effet et 
appelés sua1-8 (pour suppressor of upstram ATG). Ainsi, lorsque l’un de ces gènes est 
inactivé, l’initiation sur cet AUG aberrant est réduite. Le gène sua5, codant une protéine de 
fonction inconnue, fut alors l’objet d’une étude plus poussée (NA ET AL., 1992). Ces études 
montrèrent que l’effet de sua5 ne se situe probablement pas à un niveau transcriptionnel. 
De plus, la délétion de sua5 a pour conséquence des effets pléiotropiques (croissance très 
ralentie, impossibilité de croitre en présence stricte de glycérol et de lactate, indiquant un 
défaut mitochondrial, et une diminution du niveau de cytochrome b), impliquant ce gène 
dans des processus cellulaires fondamentaux. 
 
Chez l’Homme, l’orthologue de Sua5, appelé YrdCH, fut identifié en 2003 par la recherche 
de partenaires de la protéine RBBP10 (retinoblastoma binding protein 10, un partenaire du 
suppresseur de tumeur Rb1). L’expression ubiquitaire de YrdCH dans les tissus humains, et 
particulièrement dans les tissus ayant un fort taux de synthèse protéique (fois, cerveau et 
tumeurs) suggéra un rôle au niveau de la traduction (CHEN ET AL. 2003). Une autre étude 
parallèle chez la Souris, recherchant les gènes activés par des conditions d’ischémie (c'est-à-
dire une carence d’oxygène), identifie IRIP (ischemia/reperfusion inducible protein) comme 



































FIGURE 35 : Comparaison des structures des protéines YrdC d’Escherichia coli de Sua5 de 
Sulfolobus tokodaii. 
Le cadre supérieur gauche montre la structure de la protéine YrdC d’Escherichia coli, et le cadre 
supérieur droit celle de  Sua5 de Sulfolobus tokodaii. Les domaines YRDC (N-terminal) et SUA5 (C-
terminal) sont indiqués, et le « linker » de 20 résidus entre les deux domaines n’apparait pas dans cette 
structure. Le cadran supérieur central montre la superposition des deux structures. Dans le cadre 
inférieur gauche, les acides aminés conservés chez les orthologues de YrdC sont colorés en vert, et les 
acides aminés conservés de la tétrade catalytique (KxxR SxxN) sont colorés en rouge.  
 Le cadran inférieur droit montre le potentiel électrostatique de surface des deux protéines, où apparait 
une cavité fortement électropositive (en bleu). La molécule d’AMP présente dans le site actif de Sua5 





est exprimé de façon ubiquitaire. Cette étude, menée sur des lignées cellulaires par 
inactivation ou surexpression du gène, suggéra que IRIP/YrdCH joue un rôle dans la 
régulation de divers transporteurs membranaires (JIANG ET AL., 2005) 
 
Chez la bactérie Escherichia coli enfin, la fonction de l’homologue YrdC a été également 
étudiée (KACZANOWSKA ET AL., 2005). Une souche portant une mutation dans le gène prfA, 
codant l’un des facteurs de terminaison de la traduction, présente un phénotype sensible à 
la température. Il a été montré qu’une délétion du gène yrdC supprime ce phénotype. La 
délétion de yrdC se révèle être inséparable de la délétion de prfA1, ce qui suggère que YrdC 
est une protéine essentielle dans les conditions normales de culture en laboratoire. De 
manière intéressante, ce double mutant présente une augmentation de la quantité d’ARNr 
17S, un précurseur immature de l’ARNr 16S. Ainsi, il a été suggéré que YrdC pourrait 
intervenir dans la régulation de la traduction via la maturation du ribosome, bien qu’aucune 
interaction directe entre YrdC et un ARNr n’ait été démontrée. Le nom de RimN (ribosome 
maturation) fut alors proposé pour remplacer YrdC. 
 
Plus récemment, une nouvelle étude sur la protéine Sua5 de Levure vint ajouter un doute 
concernant la fonction de cette protéine (MENG ET AL., 2010). Cette étude révèle que la 
délétion de Sua5 est associée à une réduction progressive de la taille des télomères, et des 
expériences de retard sur gel in vitro montrent une fixation spécifique de cette protéine sur 
de l’ADN télomérique. Cela suggère que cette protéine pourrait intervenir dans 
l’homéostasie des télomères par interaction directe. 
  
Ainsi, ces études in vivo, établies chez différents organismes et selon différentes 
techniques, indiquent que Sua5/YrdC doit jouer un rôle fondamental au niveau cellulaire, 
peut-être lié à la traduction, sans toutefois fournir un modèle satisfaisant et cohérent quant 

































FIGURE 36 : Représentation des orthologues de YrdC/Sua5 représentatifs de différents 
groupes d’organismes.  
Les trois types d’orthologues sont représentés. Le type « YrdC-like », est retrouvé chez certaines 
Archées et Bactéries, dont E. coli et H volcanii. Le type « Sua5 like » est composé de la fusion d’un 
domaine YrdC fusionné à un domaine SUA5 en position C-terminale, et est retrouvé chez certaines 
Archées (P. abyssi, S.tokodaii) Bactéries (B. subtilis), Eucaryotes (S. cerevisiae). 
Le type « IRIP-like » est composé du domaine YrdC, fusionné à des polypeptides en position N et C 






2 - Une famille universelle… mais hétérogène : 
Chez tous les organismes ayant fait l’objet des études précédemment décrites, les gènes 
appelés Sua5 (chez S. cerevisiae) ou YrdC (chez H.sapiens et E. coli) ont comme point 
commun la présence d’un domaine conservé appelé YRDC. Le caractère universel de cette 
famille, associé à une lacune concernant sa fonction cellulaire, a placé les membres de ce 
COG dans le Top 10 des « cibles prioritaires d’étude » en 2004 (GALPERIN AND KOONIN., 2004). 
Malgré cette universalité, il apparait qu’au niveau structural et biochimique, une certaine 
hétérogénéité caractérise cette famille. 
 
Chez Escherichia coli, la structure de la protéine YrdC, qui n’est constituée que de ce 
domaine conservé éponyme, a été résolue (FIGURE 35). Ce domaine présente une large 
cavité positive, pouvant constituer une zone d’interaction avec un acide nucléique. In vitro, 
l’utilisation de la technique d’extinction de la fluorescence des tryptophanes (en anglais 
fluorescence quenching) a montré que cette protéine présente en effet une fixation à l’ARN 
double brin et à l’ARNt dont la constante d’affinité est de l’ordre de 0,2-0,7µM. (TEPLOVA ET 
AL., 2000). La structure de la protéine Sua5 de l’Archée Sulfolobus tokodaii a été également 
résolue une première fois en 2008 (AGARI ET AL, 2008) (FIGURE 35). Comme chez son 
homologue bactérien, cette protéine présente le domaine conservé YRDC (en position N-
terminale), mais possède également un domaine supplémentaire C-terminal nommé SUA5.  
Tout comme chez E. coli, le domaine YRDC présente une cavité électropositive. En revanche, 
au sein de cette dépression, une molécule d’AMP est co-cristallisée, interagissant avec une 
tétrade d’acides aminés (KxR-SN) conservée chez tous les orthologues de cette famille, y 
compris YrdC de E. coli (TEPLOVA ET AL., 2000, EL YACOUBI ET AL.2009).  La présence de cet AMP 
est corrélée avec l’activité in vitro de cette protéine, qui hydrolyse l’ATP en AMP. Plus 
récemment, une nouvelle structure a été obtenue, avec au sein de la cavité une molécule 
d’AMPPNP et de L-thréonine (AGARI ET AL. 2008, nous en reparlerons par la suite). Le domaine 








































Au bilan, d’après les banques de données protéiques,  il apparait que les Archées et les 
Bactéries présentent un orthologue de YrdC/Sua5 (parfois en plusieurs exemplaires) sous 
l’une de ces deux configurations : soit sous forme d’un domaine YRDC indépendant (comme 
chez E. coli et H.volcanii), soit sous forme d’une fusion YRDC–SUA5 (comme chez S.tokodaii 
ou B. subtilis). (FIGURE 36) Pour le moment, aucune étude exhaustive de la distribution 
phylogénétique de ces deux différentes formes n’a été effectuée. 
 
En ce qui concerne les Eucaryotes, les Champignons, comprenant la Levure S. cerevisiae, 
présentent une protéine ayant l’organisation « Sua5 », avec un domaine YRDC fusionné à un 
domaine SUA5. De manière intéressante, les deux domaines séparés semblent ne pas 
présenter les propriétés de fixation aux acides nucléiques que présente la protéine entière 
(MENG ET AL., 2010). Chez l’Homme et les autres mammifères, la structure de l’orthologue est 
très différente : on retrouve le domaine conservé universel YrdC, au sein d’un polypeptide 
présentant d’autres domaines non caractérisés (FIGURE 34), mais présentant des motifs 
identifiables d’après Chan et al : un motif « GTP-elongateur factor », présent chez les 
facteurs d’élongation universel Ef-1 et Ef-2 et caractéristique des protéines fixant les ARNt 
non initiateurs au ribosome, ainsi qu’un motif « leucine zipper », impliqué dans la 
dimérisation et la fixation aux acides nucléiques chez d’autres protéines. (CHEN ET AL., 2003) 
 
Au bilan, les protéines de cette famille se caractérisent par la présence systématique d’un 
domaine YrdC conservé, qui présente une cavité électro-positive qui pourrait être associée à 
une certaine affinité pour les acides nucléiques ou les nucléotides. Mais tout comme les 
données issues d’expériences de génétique, les données biochimiques et structurales sont 
hétérogènes et ne permettent pas d’établir un modèle cohérent pour expliquer la fonction 












































Un paralogue d’YrdC : 
Bien que la plupart des organismes ne présentent qu’une version de Sua5/YrdC, certains 
organismes présentent un autre exemplaire de cette famille : la protéine YciO (d’après 
Escherichia coli). La structure de cette protéine (JIA ET AL., 2002) montre une certaine 
ressemblance avec YrdC, malgré des différences notables, principalement au niveau du site 
actif potentiel : la tétrade impliquée dans la fixation du nucléotide n’est pas conservée. Des 
expériences de complémentation génétique ont montré que ce paralogue ne semble pas 
remplir la même fonction que YrdC et représenterait une famille de protéines au rôle 
différent (EL YACOUBI ET AL., 2009, GERDES  ET AL., 2011), dont nous ne parlerons pas par la suite. 
 
 
3 - Un rôle dans la biosynthèse de t6A : 
 Les nombreuses données issues des ces différentes études soulèvent donc plus de 
questions qu’elles n’apportent de réponses. Cette famille de protéines présente–t-elle une 
fonction unique et conservée ? Quelle est cette fonction ? Comment expliquer les 
différentes caractéristiques observées in vivo et in vitro? Si l’approche de génétique 
classique ne peut fournir une réponse satisfaisante, c’est de la génomique que viendra la 
solution. 
 
En 2009, le lien entre t6A et la famille YrdC/Sua5 va ainsi être établi. A la recherche de 
l’enzyme responsable de la synthèse de t6A, El Yacoubi et al. s’intéressent alors à cette 
famille pour 4 raisons : 
- C’est une famille universelle, présentant un orthologue chez tous les organismes 
séquencés, ce qui correspond à la distribution théorique de t6A.  
- Sa fonction reste indéterminée, mais il semble y avoir un lien avec la traduction. 
- Cette protéine semble avoir une affinité pour les acides nucléiques, dont les ARNt.   
- Enfin, on retrouve le domaine YrdC par similarité de séquence au niveau de plusieurs 
protéines à activité carbamoyl-transférase (HypF, NodU) ce qui correspond à l’activité 








































En se basant sur ces hypothèses, il fut alors montré que la délétion de Sua5 chez S. 
cerevisiae est effectivement associée à une absence de t6A au niveau des ARNt.  L’expression 
des gènes orthologues de Sua5 issus des bactéries E. coli, B. subtilis et de l’archée 
Methanococcus maripaludis rétablissent la présence de t6A chez ce mutant. Inversement, 
une souche d’E. coli délétée pour YrdC peut être sauvée par l’expression de ces orthologues. 
Ces complémentations indiquent que la fonction biologique de la famille Sua5/YrdC est 
conservée au sein du monde vivant.  
Cependant, alors que la délétion de Sua5 chez S. cerevisiae n’est pas létale mais affecte 
fortement la croissance cellulaire, la délétion de YrdC chez E. coli ne conduit pas à un 
organisme viable. Cela suggère des différences quant à l’importance de l’activité de cette 
protéine chez ces deux organismes, traduisant peut-être une importance différente de t6A 
entre S. cerevisiae et E. coli. 
Enfin, le rôle direct de YrdC/Sua5 dans la biosynthèse de t6A fut confortée par la mise en 
évidence d’une forte affinité de l’orthologue de E. coli pour les ARNt et l’ATP (EL YACOUBI ET 
AL., 2009), mais aussi la thréonine (HARRIS ET AL., 2011), qui sont les précurseurs de t6A. De 
même, une molécule de L-thréonine et d’AMPPNP a été décrite dans la structure de Sua5 de 
Sulfolobus tokodaii (KURATANI ET AL, 2011). En revanche, aucune incorporation de thréonine au 
niveau des ARNt ne fut obtenue avec la protéine purifiée YrdC d’E. coli. Ainsi, il fut suggéré 
qu’un autre partenaire non identifié soit requis dans la synthèse de t6A.  
 
Les études précédentes n’ayant pas identifié de façon certaine des partenaires 


































FIGURE 37 : Comparaison des protéines contenant les domaines structuraux YrdC et YgjD. 
Chaque protéine est représentée comme une barre horizontale, dont la taille correspond 
approximativement au nombre de résidus. Le domaine YrdC-like est coloré en rose, le domaine YgjD-
like en violet. a= domaine SUA5. b= domaine acyl-phosphatase. c= domaines en doigt de zinc. La 
position des motifs conservés dans les deux familles de domaines sont indiqués dans des encarts 
numérotés. 1 et 2 : motif conservé KRSN impliqué dans l’interaction avec le ligand. 3 : fixation du métal 
4 = fixation du nucléotide, 5= fixation du métal. La protéine YeaZ présente un domaine C-terminal 
divergent par rapport aux protéines YgjD et Kae1. 
Dans les encarts de droite, les structures des carbamoyl-transférases TobZ (en haut) et HypF (en bas) 
sont indiqués. Les couleurs et les domaines correspondant aux figurés de gauche sont indiqués. d’après 






4 - Les carbamoyl-transférases HypF/NodU/CmcH/TobZ : la clé 
du puzzle  
 
Les protéines HypF et NodU appartiennent à deux familles distinctes de carbamoyl-
transférases. Ces protéines contiennent chacune deux domaines protéiques principaux. L’un 
des ces domaines présente une forte similarité de séquence avec la protéine YrdC, ce qui a 
servi de piste initiale pour l’implication de YrdC au niveau de la biosynthèse de t6A (EL 
YACOUBI ET AL., 2009). L’autre domaine, en revanche, ne trouve aucune correspondance dans 
les banques de données au niveau de sa séquence.   
 La résolution de la structure entière de HypF (PETKUN ET AL. 2011) confirma la 
similarité structurale du domaine intermédiaire avec YrdC, et montra de manière 
surprenante que le domaine C-terminal présente une forte similarité structurale avec une 
autre protéine universelle : la protéine Kae1 de Pyrococcus abyssi, dont il sera question dans 
la partie suivante (FIGURE 37) De même, la résolution plus récente de la structure de la 
protéine TobZ, proche de NodU (l’autre famille de carbamoyl-transférase) montre que cette 
protéine est également constituée de deux domaines structuraux YrdC et Kae1 fusionnés, 




Ainsi, de manière indépendante, des domaines structuralement proches de YrdC et de 
Kae1 sont retrouvés fusionnés au sein de différentes enzymes catalysant des réactions de 
carbamoylation, réaction chimique prévue pour la biosynthèse de t6A. Cette observation 
mena à une hypothèse qui fut confirmée en 2011: la protéine Kae1 interviendrait aux côté 
de YrdC/Sua5 dans la voie de biosynthèse de t6A. Avant d’aborder ces travaux, nous allons 






























B -  Kae1/YgjD (COG0533) : la seconde pièce du puzzle 
de la t6A synthétase 
 
1 - YgjD/Kae1, une famille universelle 
 
En 1987, le séquençage d’un fragment du génome d’Escherichia coli identifie un 
nouveau cadre de lecture ouverte, OrfX, appelé par la suite ygjD (NESSIN ET AL., 1987). La 
même année, une étude identifia ce gène comme étant l’orthologue d’un gène codant une 
O-glycosialoprotéase sécrétée par la bactérie Pasteurella haemolytica. Le gène ygjD fut ainsi 
annoté « putative metallo-protéase », et nommé  gcp (ABUDLLAH ET AL. 1987) 
L’une des premières études de génomique comparative, en 1996, basé sur la 
comparaison des génomes récemment séquencés de Mycobacteria genitalium et 
Haemophilum influenzae, identifia  ygjD comme candidat susceptible de faire partie de 
« l’ensemble minimum de gènes requit pour une vie cellulaire indépendante », car conservé 
chez ces deux organismes. Cependant,  il en fut exclu en raison de son annotation, l’activité 
glycoprotéase étant considérée comme spécifique de la vie parasitaire (KOONIN ET AL. 1996) 
Finalement, deux ans plus tard, une nouvelle étude de génomique comparative 
suggéra que ygjD devrait à juste titre faire partie de cet ensemble, ce gène apparaissant 
comme essentiel chez les bactéries E. coli et B. subtilis (ARIGONI ET AL, 1998). 
Grâce aux données issues du séquençage des génomes, il apparut rapidement que 
tous les organismes séquencés possèdent au moins un homologue du gène ygjD (KOONIN ET 
AL., 1999), confortant la place de cette famille, classée sous l’ensemble COG0533, au sein du 
« génome minimal » théorique (KOONIN ET AL., 2003).  Tout comme la famille de Sua5/YrdC, 
elle fut placée dans le Top 10 des protéines conservées à étudier prioritairement (KOONIN ET 









































FIGURE 38 : Phylogénie de la famille YgjD/Kae1  
747 orthologues ont été détectées dans les 409 génomes analysés, en un exemplaire minimum par 
génome, puis alignées et un arbre phylogénétique a été construit à partir de l’alignement obtenu. Seul 
un échantillon de 100 séquences issues d’espèces représentatives est montré. Les séquences d’Archées 
sont en rouge, les séquences de Bactéries en bleu, d’Eucaryotes en vert. Les séquences correspondant 
aux orthologues de YeaZ, un paralogue d’YgjD, sont colorées en gris. Les séquences Eucaryotes 
branchant au sein du groupe des Bactéries sont des orthologue de Qri7 de S. cerevisiae, et 






L’étude phylogénétique de cette famille  (HECKER ET AL., 2007) confirma son 
universalité: seuls les génomes extrêmement réduits des bactéries parasitaires Carsonella 
rudeii et Sulcia mulleri ne présentent pas d’homologues. Les Archées ne présentent qu’un 
unique orthologue de cette famille, alors que les Eucaryotes présentent deux homologues 
(appelés respectivement Kae1 et Qri7 chez S. cerevisiae), les Bactéries présentent également 
deux homologues (YgjD et YeaZ, respectivement). La topologie de l’arbre obtenu permet de 
comprendre cette répartition et montre une distribution divisée en 3 grands ensembles  
(FIGURE 38): 
- Une première branche « Kae1-like », regroupe d’une part l’ensemble des orthologues 
d’Archées, et d’autre part les orthologues du gène kae1 de S. cerevisiae, l’une des deux 
« versions » eucaryotes, considérée comme la version nucléaire/cytoplasmique. 
- Une seconde branche regroupe les orthologues bactériens du gène ygjD de E. coli.  De 
manière intéressante, les orthologues du gène qri7 de S. cerevisiae (la seconde version 
eucaryote) sont regroupés au sein de cette branche bactérienne, plus précisément à 
proximité des gènes ygjD d’α-protéobactéries. Cette position phylogénétique traduit 
une origine mitochondriale, qui a été confirmée en 2009 par la mise en évidence de 
l’importation de Qri7 dans la mitochondrie chez S. cerevisiae et C. elegans (OBERTO ET AL., 
2009, HAUSSUEHL ET AL., 2009). 
- Une branche à part, proche de la branche « YgjD » bactérienne, regroupe tous les 
orthologues bactériens du gène yeaZ de E. coli. Ces gènes paralogues constituent une 
duplication de gène spécifique aux Bactéries, et sont considérés comme un COG distinct 
(COG1214) en raison du degré de divergence avec YgjD (chez E. coli par exemple YgjD et 
YeaZ ne partagent que 29% d’identité). Nous reviendrons dans le chapitre suivant sur la 
protéine YeaZ et son lien fonctionnel avec YgjD. 
 
 
Ainsi, la famille Kae1/YgjD est hautement conservée, présente chez tous les organismes 
y compris les organismes à génome réduit, et chez les mitochondries. Elle fait partie à juste 
titre du groupe de protéines probablement présentes chez le dernier ancêtre commun 
universel, LUCA. Cependant, la répartition phylogénétique montre une distinction entre 
























FIGURE 39 : Structure de la protéine Kae1 de Pyrococcus abyssi 
Supérieur gauche : mise en évidence de la structure de Kae1 de P. abyssi, avec ses deux domaines I 
et II. L’AMPPNP trouvé au niveau du site actif est représenté en orange. Supérieur droit : les résidus 
conservés chez la famille Kae1/YgjD sont colorés en rouge. La représentation en « surface » permet 
de visualiser la cavite du site actif, où se place l’AMPPNP. Inférieur gauche : les deux régions 
additionnelles, spécifiques à la famille Kae1/YgjD (par rapport à la super famille ASHKA) sont mises 
en évidence en bleu. Inférieur droit : visualisation du site catalytique de Kae1 de M.jannaschii. L’ATP 
a été modélisée d’après la molécule d’AMPPNP de Kae1 de P. abyssi, et l’atome de fer (en gris) est 
représenté. Les liaisons entre les résidus, le nucléotide et le fer sont indiquées en pointillés. La 
position des résidus sont indiqués dans les cadrans. Entre parenthèse sont indiqués les résidus 





2 - Propriétés structurales de la famille YgjD/Kae1 : 
Une première étude prédictive structurale identifia chez la famille YgjD/Kae1 un 
repliement caractéristique semblable à différentes protéines ATPase, dont certaines 
possèdent une activité de chaperonne moléculaire : la chaperone universelle Hsp70, l’actine 
et son homologue bactérien MreB, et les kinases de sucres (KOONIN ET AL., 1999). De plus, une 
diade conservée d’histidines fut identifiée au sein de YgjD/Kae1, pouvant correspondre à un 
site de coordination d’un ion métallique, caractéristique des métallo-protéases.  
Ces prédictions structurales ont été confirmées en 2007 par la résolution de la 
structure de Kae1 de Pyrococcus abyssi (HECKER ET AL, 2007). (FIGURE 39). Cette protéine 
présente effectivement un repliement qui la classe parmi la super famille ASKHA 
(acetate/sugar kinase, Hsp70 , actin). Elle présente deux sous-domaines semblables, notés I 
et II. Deux régions particulières, appelées inserts spécifiques, l’un situé sur le domaine I et 
l’autre, relativement important, situé dans le domaine II, sont spécifiques à la famille 
Kae1/YgjD et n’existent pas sur les autres membres de la famille ASKHA. La co-cristallisation 
de Kae1 avec une molécule d’AMPPNP montre que ces deux domaines forment un tunnel 
conservé au sein duquel peut se fixer un nucléotide, sans provoquer de réarrangement 
structural de la protéine. Au sein de ce site est présent un atome de Fer qui intervient 
directement dans la fixation du nucléotide en interagissant avec le phosphate gamma. Ce 
mode de fixation de nucléotide est totalement unique et n’est retrouvé chez aucune autre 
protéine. Les acides aminées coordonnant le fer (une diade d’histidine, une tyrosine et un 
aspartate) sont hautement conservées chez les orthologues Archées et Eucaryotes (HECKER 
ET AL, 2007), et la mutation de ces résidus affecte fortement la croissance chez S. cerevisiae, 
ce qui suggère que ce métal doit jouer un rôle essentiel dans la fonction de la protéine 
(KISSELEVA 2006, MAO ET AL 2008).  
 La résolution récente de la structure de YgjD de E. coli (NICHOLS ET AL, 2013) montre 
que cette protéine présente un repliement très similaire à celui de Kae1, avec la présence 
d’un nucléotide (AMP ou ATPyS, selon le milieu de cristallisation utilisé) au sein du site actif. 
Cependant, chez les versions bactériennes et mitochondriales, seule la diade d’histidines est 
conservée au niveau du site actif, et la protéine YgjD présente un atome de zinc au lieu de 



































3 - Une protéine impliquée dans la stabilité et la dynamique du 
génome? 
Initialement annotée comme métallo-protéase, aucune activité de ce type n’a été 
jamais été détectée chez aucun orthologue de cette famille (HECKER ET AL., 2007, MAO ET AL.,  
2008). Les auteurs des premiers travaux ont même suggéré une erreur d’identification lors 
des travaux initiaux (JIANG ET MELLORS, 2004). Au vue de l’universalité de cette famille, de très 
nombreuses études ont donc tenté de percer le mystère de la fonction biologique des 
protéines de la famille YgjD/Kae1 chez différents organismes modèles.* 
 
Il a été montré que Kae1 de P. abyssi se lie de manière aspécifique à l’ADN simple ou 
double brin d’une manière coopérative (HECKER ET AL.,  2007), et forme des nucléofilaments.  
Lors de ces travaux, une activité endonucléase au niveau de sites apuriniques de l’ADN a 
également été détectée. De manière intéressante, chez l’Homme, l’homologue 
cytoplasmique de Kae1, nommé OSGEP (d’après l’annotation initiale O-sialoglyco-
endopetidase protein), est un gène de ménage exprimé de façon ubiquitaire qui est co-
transcrit avec un gène codant une endo-nucléase impliquée dans la réparation de l’ADN  
(SEKI ET AL., 2002).  Chez S. cerevisiae, la délétion de Kae1 affecte fortement la croissance 
cellulaire, et cette protéine a été associée, au sein d’un complexe multoprotéique, à un rôle 
dans l’homéostasie des télomères d’une part (DOWNEY ET AL., 2006), et dans la régulation de la 
transcription de gènes essentiels d’autre part (KISSELEVA ET AL., 2006). 
 
Chez les bactéries E. coli et chez B. subtilis, le gène ygjD est essentiel, et les mutants 
de délétion ne sont pas viables (ARIGONI ET AL., 1998), mais une déplétion progressive de YgjD 
chez Ecoli conduit à plusieurs phénotypes pléiotropiques : une répartition inhabituelle de 
l’ADN, une perte du nucléoide (OBERTO ET AL., 2009), ainsi qu’à un changement de la 
morphologie  (HANDFORD ET AL., 2009). L’orthologue de YgjD chez Deinococcus radiodurans, qui 
n’est en revanche pas essentiel, et a été impliqué dans la réparation des cross-links d’ADN 
(ONODERA ET AL, 2013).  
 
                                                      






































Enfin, la délétion de la version mitochondriale (orthologue de Qri7) chez la plante 
A.thaliana conduit à des graines anormales et un arrêt très précoce du développement 
(HAUSSUEHL ET AL., 2009) et chez S. cerevisiae et C. elegans, l’absence de Qri7 a pour 
conséquence une fragmentation du génome mitochondrial ainsi qu’à une morphologie 
aberrante de cet organite, phénotypes similaires à ceux rencontrés chez E. coli (OBERTO ET AL., 
2009) 
 
L’ensemble de ces données indique que les membres de la famille YgjD/Kae1/Qri7 
jouent un rôle biologique fondamental. Différents indices suggèrent que ces protéines 
pourraient être impliquées plus ou moins directement dans le maintien et la dynamique 
du génome, et il a été ainsi proposé pendant un temps de renommer cette famille UGM, 
pour Universal Genome Maintenance. Cependant, aucun modèle clair ne permettait 
d’expliquer la pléiotropie des phénotypes observés et la diversité des mécanismes dans 
lequel elles semblent impliquées. La question de la fonction et de l’activité de cette famille 
de protéines restait donc encore en suspens. 
 
 
4 - Kae1, l’autre enzyme de biosynthèse de t6A ! 
Répartition universelle, mutants à phénotypes pléiotropiques, et fonction 
indéterminée : ces caractéristiques rappellent celles qui menèrent à l’identification de 
Sua5/YrdC comme étant une enzyme de la voie de biosynthèse de t6A. La présence d’un 
domaine structural Kae1 fusionné à un domaine YrdC chez les carbamoyl-transférases HypF, 
NodU, TobZ et CmcH fut le dernier indice qui mena à cette conclusion: YgjD/Kae1 apparait 
comme le candidat idéal pour être la seconde enzyme manquante de cette voie 
métabolique, aux côté de YrdC/Sua5. 
 
Ce raisonnement fut mentionné lors d’un Workshop sur les ARNt en 2010 (EL YACOUBI 
ET AL, 2011), et sa démonstration par une approche génétique fut publiée presque 
simultanément l’année suivante par plusieurs équipes (SNIRIVASAN ET AL., 2011, EL YACOUBI ET 





































gène codant la protéine Kae1 conduit une diminution, voire à l’absence de t6A au niveau des 
ARNt : Kae1 semble donc bien impliquée, au côté de Sua5,  dans la biosynthèse de ce 
nucléoside modifié. Cette découverte permit enfin, 40 ans après sa découverte, l’étude in 
vivo du rôle de t6A chez les Eucaryotes : il apparait que l’absence de cette modification, chez 
des mutants Kae1 et Sua5, conduit à des erreurs d’initiation au niveau des codons AUG et 
provoque des décalages de cadre de lecture (EL YACOUBI ET AL., 2011, DAUGERON ET AL., 2011). 
Ces problèmes traductionnels pourraient conduire à une production anormale de certaines 
protéines clés du métabolisme (riches en codons ANN), et permettraient donc d’expliquer la 
pléiotropie des phénotypes observés chez les mutants Sua5/YrdC et Kae1/YgjD. 
 
 
5 - Universalité du rôle de la famille Kae1/YgjD dans la 
biosynthèse de t6A 
Alors que pour la famille Sua5, la question de l’universalité de la fonction, à l’aide 
d’expériences de complémentation, semble avoir été clairement résolue (EL YACOUBI ET AL., 
2009), cette même question pour la famille Kae1/YgjD semble beaucoup plus complexe et 
aboutit à des résultats parfois contradictoires. 
 
La version humaine de Kae1 peut complémenter partiellement le phénotype de 
retard de croissance chez les mutants Kae1 de Levure, suggérant une conservation de la 
fonction de Kae1 chez ces deux Eucaryotes (KISSELEVA ET AL., 2006).  La déplétion de YgjD chez 
E. coli et Staphylococcus aureus provoque une réduction significative de la quantité de t6A 
(SRINIVASAN ET AL., 2011) (LEI ET AL., 2012), indiquant que les orthologues bactériens sont 
également impliqués dans cette voie de biosynthèse.  
 
Enfin, un mutant ΔKae1 chez S. cerevisiae présente encore une quantité faible mais 
détectable de t6A, alors que un double mutant ΔKae1 et ΔQri7 ne présente plus aucune trace 
de t6A (SNIRIVASAN ET AL., 2011) et la délétion du signal d’adressage mitochondrial de Qri7 
chez le mutant ΔKae1 rétablit la présence de t6A au niveau des ARNt (EL YACOUBI ET AL., 





































Alors que ces données suggèrent que la fonction des membres de cette famille 
d’orthologues est universellement conservée, d’autres expériences de trans-
complémentation aboutissent à des résultats intrigants. 
Chez des mutants conditionnels de YgjD de E. coli,  l’expression de Kae1 de 
S.ceresvisiae ou de l’Archée mésophile M.maripaludis ne permet pas de restaurer un 
phénotype normal (OBERTO 2009, EL YACOUBI ET AL., 2011).  De manière surprenante, l’apport 
de YgjD de B. subtilis, orthologue proche de YgjD E. coli, n’est également pas capable de 
complémenter la mutation. En revanche, l’apport simultané de YgjD et de son paralogue 
YeaZ de B. subtilis restaure le phénotype normal ! Cela suggère que la fonction des protéines 
Kae1/YgjD est dépendante d’un environnement protéique très précis et de la présence de 
certains partenaires, ce qui peut expliquer pourquoi il est difficile d’établir pour cette famille 
des trans-complémentations. 
Concernant l’orthologue mitochondrial, les travaux sont contradictoires. D’une part, 
Oberto et al. ont montré que Qri7 complémente un mutant conditionnel YgjD chez E. coli 
(OBERTO ET AL., 2009). Au contraire, El Yacoubi et al. n’obtiennent pas de complémentation de 
YgjD par Qri7 (EL YACOUBI ET AL., 2011). Nous discuterons de ces travaux dans ce manuscrit. 
 
 
Au bilan, ces différentes études in vivo montrent l’implication de la famille YgjD/Kae1 
dans la voie de biosynthèse de t6A. Bien que hautement conservées, les versions 
Archée/Eucaryotes, Bactériennes et mitochondriales présentent certaines différences 
structurales, et leur activité biochimique, qui reste à établir précisément, pourrait être 
différente. De plus, il semble qu’un environnement cellulaire/protéique précis et 
spécifique soit nécessaire à leur fonction. Ainsi, de nombreuses zones d’ombre entourent 

































FIGURE 40 : Mise en évidence des différences structurales entre YeaZ et Kae1. 
A. Superposition des structures de Kae1 (de Pyrococcus abyssi) , en violet, et YeaZ (de Thermotoga 
maritima), en gris. Les deux protéines ont un repliement caractéristique de la famille HALF, composé de 
deux domaines notés I et II. 
Le domaine I (N-terminal) de YeaZ et Kae1 présentent la plus forte similitude. Le Fer et l’AMPPNP 
présent uniquement au sein de la protéine Kae1 sont mis en évidence. 
B. Superposition du domaine II uniquement. YeaZ ne possède pas les éléments structuraux permettant 
de constituer un site de fixation au nucléotide. 






6 - Un puzzle complet ? 
Les données issues des études de génétique concernant les familles universelles 
YgjD/Kae1 et YrdC/Sua5 permettent donc de poser la question suivante : ces protéines 
jouent-elles  un rôle direct dans la biosynthèse de t6A au niveau des ARNt ?  
L’étude de El Yacoubi et al. 2011 mentionne qu’une réaction in vitro de biosynthèse de ce 
nucléoside fut tentée sans succès avec les protéines YrdC et YgjD d’Escherichia coli. 
L’intervention d’autres acteurs protéiques, suggérée par les données décrites 
précédemment, fut donc proposée. Les regards se tournèrent alors naturellement vers les 
partenaires de YgjD/Kae1 dans les trois domaines du vivant. Il s’avère qu’effectivement, la 
famille Kae1/YgjD constitue un groupe de protéines très… sociables ! 
 
 
C – Du côté des Bactéries : les partenaires de YgjD 
1 - YeaZ : un air de famille 
Le premier partenaire de YgjD fut identifié lors d’une étude à grande échelle des 
interactions entre les protéines conservées essentielles de E. coli (BUTLAND ET AL. 2005), 
confirmé par la suite lors de plusieurs études in vivo et in vitro (HANDFORD ET AL., 2009, NICHOLS 
ET AL, 2013): il s’agit de la protéine YeaZ. Ce paralogue d’YgjD (cf FIGURE 38), qui présente 29% 
d’identité avec ce dernier, est présent chez la plupart des Bactéries, à l’exception de 
quelques espèces de Mollicutes. Tout comme ygjD, yeaZ apparait être essentiel chez E. coli 
(ARIGONI ET AL., 1998). 
 
La structure de YeaZ a été résolue chez plusieurs espèces de Bactéries : Salmonella 
typhymurim (NICHOLS ET AL. 2005),  Escherichia coli (JEUDY ET AL. 2005), Thermotoga maritima 
(XU ET AL. 2010), Vibrio parahaemolycus (AYDIN ET AL., 2011). A l’image de Kae1 et de YgjD, cette 
protéine présente un repliement caractéristique de la famille ASHKA, et comporte deux 
domaines. Le domaine amino-terminal (domaine I) présente le plus de similarité au niveau 
séquence et structure avec Kae1/YgjD, alors que le domaine carboxy-terminal (domaine II) 
en diffère fortement, notamment au niveau de son orientation (FIGURE 40). YeaZ ne possède 
pas les sites de liaison à l’ATP et au métal, suggérant que cette protéine possède une activité 


































FIGURE 41: Comparaison des formes homodimériques de la protéine YeaZ de Thermotoga 
maritima  
A. Mise en évidence de la structure des homodimères. Un des deux monomères est coloré en bleu, 
l’autre est coloré en gris. Les domaines I et II sont indiqués pour un monomère. Les hélices α1 et α2, 
impliqués dans l’interaction de la forme dimérique 1, sont indiquées. 
B. Mise en évidence des régions conservées, d’après la comparaison de 237 séquences d’orthologues 
de YeaZ. 
Les structures de YeaZ de Vibrio parahaemolyticus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli ont toutes 
été résolues sous la forme dimérique 1, appelé également A2. Le mode d’interaction de ce dimère 
correspond au mode d’interaction observé dans la structure de YeaZ/YgjD (Nichols et al. 2013), et est 
indiqué en rouge. La forme dimérique 2, appelée également AB, n’a été observée que chez YeaZ de 
Thermotoga maritima. Le site de fixation à un nucléotide potentiel créé au niveau de l’interface est 
indiqué en rouge. 
La dynamique de ces deux formes dimériques pourrait dépendre de la présence de nucléotides ou de 
partenaires et correspondre à un mécanisme de « switch » moléculaire 






In vitro, YeaZ se présente sous forme d’homodimère, tout comme YgjD, et toutes les 
structures cristallines citées précédemment ont été résolues sous une configuration 
dimérique appelée forme 1/A2 (FIGURE 41). Dans cette configuration, l’interface entre les 
deux monomères correspond aux régions les plus conservées de la protéine et fait intervenir 
les hélices α1 et α2 du domaine I.  Ces données structurales montrent également des 
différences interspécifiques au niveau de cette interface de dimérisation: elle diffère 
légèrement selon l’espèce d’origine. De plus, il a été montré que l’interaction entre YgjD et 
YeaZ d’une même espèce est plus forte qu’une interaction entre YgjD et YeaZ issues de deux 
espèces différentes (RAJAGOPALA ET AL, 2011). Enfin, la délétion du gène ygjD chez E. coli ne 
peut être complémentée que par l’apport simultané du couple YeaZ/YgjD de Bacillus subtilis 
(EL YACOUBI ET AL, 2011). D’un point de vue évolutif, ces données suggèrent que le couple 
YgjD/YeaZ ait évolué à partir d’un homodimère, l’une des deux sous-unités (YeaZ), aurait 
divergé pour acquérir une nouvelle fonctionnalité ; et le couple YeaZ/YgjD aurait alors co-
évolué dans chaque espèce, formant des interfaces spécifiques. La fonction et l’activité de 
ces deux protéines apparait donc être intimement liée. 
  
Récemment, la structure de l’hétérodimère YgjD/YeaZ de Salmonella typhimurium a 
été décrite (NICHOLS ET AL, 2013), montrant une configuration et une interface similaire à 
cette forme 1/A2 (FIGURE 42). De manière intéressante, une seconde configuration 
homodimérique de YeaZ, appelée forme 2/AB a été décrite chez Thermotoga maritima (XU 
ET AL, 2010), où les deux monomères interagissent selon une interface différente et 
pourraient former un nouveau site de fixation à un nucléotide (FIGURE 41). De plus, certains 
résidus conservés hydrophobes se trouvent exposés au solvant dans cette configuration, 
pouvant constituer une nouvelle plate-forme d’interaction. Il a donc été suggéré que ce 
second état conformationnel pourrait traduire un mécanisme de « switch » moléculaire 
(c'est-à-dire un basculement d’une conformation à l’autre), modulé par la fixation ou 
l’hydrolyse de l’ATP, et qui contrôlerait l’association entre YeaZ, YgjD et/ou d’éventuels 































FIGURE 42: Structure de l’hétérodimère YeaZ-YgjD de Salmonella typhimurium, cristallisé en 
présence d’ATPγS 
La protéine YeaZ est colorée en gris, la protéine YgjD en violet. 
La molécule d’ATPyS en rouge, et l’atome de Magnésium présent au sein du site actif en vert. L’atome 
de Zinc, présent également au sein du site actif de YgjD, n’est pas représenté. Les hélices α impliquées 
dans l’interface entre les deux protéines et les extrémités N et C terminales sont indiquées. (d’après 




FIGURE 43: Structure de la protéine YjeE d’Haemophilus influenzae. 
Le nucléotide ADP est coloré en rose. Les acides aminés conservés sont mis en évidence (en bleu), et les 







2 - YjeE : un interrupteur moléculaire ? 
Une troisième protéine complète ce couple : la protéine YjeE. Absent chez les 
Archées et les Eucaryotes, tout comme YeaZ, le gène yjeE est hautement conservé chez les 
Bactéries mais absent notamment chez certaines espèces de Mollicutes (TEPLYAKOV ET AL 
2002).  Le gène yjeE et ses orthologues représentent un exemple de gène dont l’essentialité 
est discutée. En raison de l’impossibilité d’obtenir une délétion de ce gène chez B. subtilis et 
E. coli, il a d’abord été défini comme essentiel (ALLALI HASSANI ET AL., 2004, FREIBERG ET AL., 2001). 
Cependant, des études plus récentes montrent la possibilité d’obtenir un mutant délété 
viable chez B. subtilis (HUNT ET AL., 2006), alors qu’une dernière étude chez E. coli le requalifia 
d’essentiel (HANDFORD ET AL., 2009). Au bilan, malgré ces contradictions, il semble que YjeE 
joue un rôle fondamental au niveau du fonctionnement cellulaire.  
 
YjeE est une protéine de 17kDa chez E. coli qui présente deux motifs Walker A (ou P-
loop pour Phosphate binding loop) et B conservés, ce qui la classe parmi la super famille des 
ATPase à boucle-P (SARASTE ET AL, 1990 ; TEPLYAKOV ET AL, 2002). In vitro, elle a été observée 
sous forme de monomère, de dimère et d’oligomère. L’état dimérique a été observé chez 
différentes espèces (E. coli, B. subtilis), il a été suggéré que cet état puisse jouer un rôle dans 
la régulation de la fonction de cette protéine (KARST ET AL, 2009). La résolution de la structure 
de YjeE d’Haemophilus influenzae (TEPLYAKOV ET AL, 2002) a fourni plusieurs informations 
particulièrement intéressantes quant au fonctionnement possible de cette protéine (FIGURE 
43). D’une part, elle révèle une topologie caractéristique des ATPases à P-loop, mais qui 
présente un repliement inédit  parmi cette grande famille de protéines, faisant d’YjeE le 
représentant d’une nouvelle sous-famille d’ATPase. Une molécule d’ADP est co-cristallisée 
au sein du site actif, et seule la présence d’ADP ou d’ATP+Mg2+ permet la cristallogénèse.  
 
Cela indique que YjeE doit présenter des conformations qui diffèrent en fonction de 
la présence ou l’absence de nucléotide.  Cette interprétation est confortée par la  présence, 
en plus de la boucle P, de deux boucles hautement conservées (appelées «switch »), que l’on 
retrouve dans les protéines à P-loop qualifiées d’ « interrupteurs moléculaires».  Chez ces 
protéines, l’hydrolyse du nucléotide provoque au niveau du site actif un changement 































FIGURE 44 : Contexte génomique des gènes yjeE, yeaZ, ygjD et yrdC chez certaines espèces 
de Bactéries 
A. Association entre les gènes yjeE, yeaZ, rimI et ygjD 
B. Espèces où l’on retrouve le gène yrdC associé aux gènes ygjD, yjeE, yeaZ et ygjD 
d’après Oberto et al., 2013. 
Les synténies ont été réalisées avec le logiciel SYNTAX (Oberto et al., 2013). Les gènes fusionnés sont 
indiqués par un : 
rimI= N acétyl transférase de la protéine ribosomale S18, alr= alanine racémase, impliquée dans la 





Dans l’une des boucles « switch » d’YjeE, on retrouve une paire de résidus aromatiques 
(Tyrosine 87 et Tryptophane 114), accompagnée d’un résidu basique (Arginine 88) qui sont 
hautement conservés. Ces résidus, que l’ont retrouve également chez  certains facteurs de 
transcription, amino-acyl ARNt transférases et ribonucleoprotéines (TEPLYAKOV ET AL, 2002), 
pourraient constituer un domaine de liaison à un acide nucléique une fois exposés au 
solvant.  
L’ensemble de ces données suggèrent donc que YjeE fonctionne comme un 
interrupteur moléculaire via son activité ATPase. Cependant cette activité in vitro est très 
faible, quel que soit l’organisme d’origine, avec un kcat de l’ordre de 1h
-1 à 10h-1 (autrement 
dit, une molécule d’YjeE hydrolyse une molécule d’ATP en 1 à 10h !) (TEPLYAKOV ET AL, 2002, 
HASSANI ET AL 2004, KARST ET AL, 2009, HANDFORD ET AL,2009), et la protéine présente une meilleure 
affinité pour l’ADP (produit d’hydrolyse) que pour l’ATP. Pour ces raisons, il a été suggéré 
que l’activité ATPase de YjeE et le phénomène de « switch » moléculaire qui pourrait y être 
associé dépendent probablement de l’interaction avec un substrat ou un partenaire 
spécifique non identifié lors de ces études. 
 
3 - Ménage à trois… 
De manière intéressante, chez de nombreuses espèces de Bactéries, les gènes yjeE, 
yeaZ et ygjD sont physiquement adjacents sur le chromosome, selon un ordre (ou synténie) 
conservé, suggérant un possible lien physique et fonctionnel (FIGURE 44) (HANDFORD ET AL, 
2009, OBERTO ET AL, 2013). Ces liens furent confirmés par des expériences d’interaction en 
double-hybride réalisées chez E. coli (HANDFORD ET AL, 2009), montrant que YeaZ interagit 
d’une part avec YgjD, et d’autre part avec YjeE.  En revanche, aucune interaction n’a été 
détectée entre YjeE et YgjD par cette méthode. De plus, la sur-expression de YgjD chez E. coli 
semble abolir l’interaction YeaZ/YjeE observée. Ainsi, YeaZ pourrait interagir alternativement 
avec YgjD d’une part et YjeE d’autre part. (FIGURE 45-A). Récemment, la dynamique de ce 
trio a été étudiée in vitro par microcalorimétrie (ITC, pour isothermal titration calorimetry) 
(NICHOLS ET AL., 2013). Alors que les protéines YgjD et YeaZ forment spontanément un 
hétérodimère, la protéine YjeE n’interagit avec YgjD ou le dimère préformé YgjD/YeaZ qu’en 
présence de nucléotide, ATP ou ADP. Dans ce dernier cas, la constante de dissociation 



































FIGURE 45: Modèles d’interaction entre les protéines YgjD, YeaZ ,YjeE et YrdC 
A. D’après Handford et al, 2009, par expérience de double hybride et de co-purification. YeaZ (notée Z) 
interagit avec YgjD (notée D) et avec YjeE (E), de manière exclusive. L’interaction entre ZD apparait plus 
stable que l’interaction YjeE (représentée par des flèches d’épaisseur différente) 
B. D’après Nichols et al, 2013, par expérience de microcalorimétrie. D et Z forment spontanément un 
hétérodimère, avec une constante de dissociation de 300nM. E n’interagit pas avec ce dimère en 
l’absence de nucléotide, mais peut interagir avec D ou DZ en présence d’ATP ou d’ADP, pour former un 
complexe multiprotiéque. La constante d’association a pu être mesurée dans le cas de la présence 
d’ADP et est égale à 6µM. 
C. D’après Deutsch et al, 2012, par expérience de co-purification sur colonne. La présence de l’étiquette 
hexa-histidine utilisé lors de ces expériences est indiquée par le symbole His. La protéine D-His retient 
sur colonne de nickel la protéine YrdC (notée C), et la protéine C-His retient sur colonne la protéine Z. 





Un tel comportement pourrait traduire le phénomène de switch moléculaire prévu 
pour YjeE. Cependant, un complexe à trois protéines n’a pour le moment pas été isolé 
physiquement. De plus, aucune interaction n’a pu être établie entre YjeE et YeaZ en 
l’absence de YgjD, en contradiction apparente avec les données de Handford et al. 
 
Il semble donc que YgjD, YeaZ et YjeE forme un réseau de protéines dynamique encore 
largement incompris, contrôlé par la présence de nucléotide, et faisant peut-être intervenir 
des  phénomènes de « switch » moléculaire entre les différents partenaires. Des études plus 
complètes sont ainsi nécessaires pour comprendre de manière précise les modalités de ces 
interactions.  
 
4 - La fin du mystère… chez les Bactéries ! 
Après avoir démontré par génétique que les protéines Sua5/YrdC et Kae1/YgjD étaient 
impliquées dans la voie de biosynthèse de t6A,  il restait à démontrer leur implication directe 
par des méthodes biochimiques. N’ayant pas pu reconstituer cette réaction de synthèse in 
vitro avec les protéines YrdC et YgjD purifiées de E. coli (EL YACOUBI ET AL, 2011), il fut donc 
naturellement suggéré, au vu des observations précédentes, que les partenaires YeaZ et YjeE 
pouvaient faire partie de cette voie enzymatique. 
 
Ainsi, en 2012, le résultat tant convoité fut enfin publié : la biosynthèse de t6A in vitro à 
partir de protéines purifiées de E. coli (DEUTSCH ET AL, 2012). Comme il était attendu, cette 
biosynthèse requiert la présence simultanée des 4 protéines : YrdC, et le trio YgjD, YjeE et 
YeaZ. De manière intéressante, une interaction directe entre YrdC et respectivement YgjD et 
YeaZ a été mise en évidence lors de cette étude par expérience de rétention sur colonne 
(pull down en anglais) (FIGURE 45-C).En raison de cette implication directe dans cette voie de 
biosynthèse, les auteurs ont proposé de renommer les protéines YrdC, YgjD, YjeE et YeaZ en 
TsaC (pour t-six-A), TsaD, TsaE et TsaB (le B remplaçant le Z de YeaZ). 
 
Ensemble, ces quatre protéines incorporent carbonate et thréonine au sein d’ARNt 
transcrits in vitro, sous la forme de thréonylcarbamoyl-adénosine (t6A), en présence d’ATP et 



































FIGURE 46 : Modèle de biosynthèse de t6A chez les Bactéries par les protéines  YgjD, YeaZ, 
YjeE et YrdC.  
Les différentes activités associées aux protéines sont représentées. TC-AMP = thréonylcarbamoyl-AMP. 
ANN= séquence du codon lu par l’ARNt substrat. N= U, G, C ou A. d’après Deutsch et al. 2012, Lauhon 





sont modifiés, ce qui est en accord avec les données sur la distribution naturelle de t6A. Le 
fait de pouvoir utiliser comme substrats des transcrits in vitro indique que la présence de 
modifications préalables sur l’ARNt n’est pas nécessaire à la reconnaissance du substrat par 
ces protéines. En revanche, un ARN synthétique de 17 nucléotides reproduisant la boucle 
anticodon de l’ARNt n’est pas modifié, suggérant que cette machinerie bactérienne de 
synthèse de t6A requiert probablement des déterminants présents dans la structure entière 
de l’ARNt, à l’image de la machinerie Eucaryote (d’après les travaux sur les ovocytes de 
Xénope, MORIN ET AL., 1998). 
 
Dans les conditions de cette réaction, la protéine YrdC hydrolyse l’ATP en AMP en 
présence de thréonine et de carbonate. D’autre part, la présence simultanée des protéines 
YgjD, YeaZ et YjeE provoque l’hydrolyse de l’ATP en ADP, indépendamment de la présence 
d’autres facteurs (carbonate, thréonine ou ARNt). Ces données ont été complétées 
récemment par une étude de ce système enzymatique in vitro à partir des protéines de 
Bacillus subtilis (LAUHON ET AL .2012), révélant certains détails mécanistiques. La protéine 
YrdC produit, à partir d’ATP, de thréonine et de carbonate, un intermédiaire réactionnel sous 
forme de  carbamoyl-thréonine-adénylate (TC-AMP). Malgré une durée de vie limitée (entre 
3,5mn et 16mn à 37°C) cet intermédiaire a pu être isolé par HPLC. Il a alors été montré que 
le trio YgjD/YeaZ/YjeE transfère le groupement thréonylcarbamoyl de cet intermédiaire sur 
l’ARNt pour former t6A, et la présence et l’hydrolyse de l’ATP ne semble pas nécessaire lors 
de cette étape.  
 
Au bilan, la biosynthèse de t6A chez les Bactéries se déroule en deux étapes principales, 
représentée dans la FIGURE 46. Cependant, de nombreuses inconnues restent encore à 









































FIGURE 47 : Structure et mécanisme catalytique de la protéine TobZ, illustrant le rôle des domaines 
YrdC et Kae1.  
A. Mécanisme catalytique de la réaction de carbamoylation par la protéine TobZ.  
Les deux étapes catalysées respectivement par les domaines YrdC (en rose) et Kae1 (en violet) sont représentées 
en deux cadrans séparés. En rouge entre parenthèse sont indiqués les équivalents proposés pour la réaction de 
biosynthèse de t6A. 
 




Comment est synthétisé l’intermédiaire TC-AMP par YrdC ? Les mesures quantitatives de 
production d’AMP semblent indiquer qu’une seule molécule d’ATP est requise, et suggère 
que la condensation du carbonate avec la thréonine soit ATP-indépendante, mais ces 
données restent à confirmer (LAUHON ET AL., 2012) 
D’autre part, comment l’intermédiaire est-il transféré après sa production? Le 
découplage de la réaction par isolation de l’intermédiaire en HPLC montre que ce dernier 
peut être libéré dans le solvant, cependant cela n’exclut pas la possibilité qu’il soit transféré 
directement de YrdC aux autres protéines par interaction directe.  
Et quel est le rôle de chacune des trois protéines YgjD, YjeE et YeaZ? Chacune des 
protéines possède un site potentiel de fixation à un nucléotide : chacune d’entre elle est 
donc candidate à la fois pour l’hydrolyse de l’ATP observée in vitro mais aussi la fixation de 
l’intermédiaire et son transfert sur l’ARNt.   
Quelle est l’importance et le rôle de l’hydrolyse de l’ATP par ces protéines ? D’après les 
connaissances structurales concernant YjeE et YeaZ, on peut s’attendre à ce que l’hydrolyse 
de l’ATP qui semble accessoire à la seconde étape de la réaction, soit liée à des changements 
conformationnels jouant un rôle dans la formation d’un complexe ternaire, dans l’efficacité 
de la catalyse et/ou dans la reconnaissance du substrat ARNt. 
 
5 - Les protéines TobZ et HypF: une mine d’information! 
Quelques unes de ces questions trouvent en partie réponse dans l’étude des 
fameuses carbamoyl-transférases présentées dans un chapitre précédent, qui servirent de 
piste initiale dans la recherche de la t6A synthétase. L’une d’entre elle, TobZ, est une O-
carbamoyl-transférase qui a pour substrat la tobramycine, un aminoglycoside antibiotique, 
et qui possède un domaine structural YrdC en position N-terminal fusionné à un domaine 
structurale Kae1 en position C-terminale (comme les protéines NodU et CmcH) (cf FIGURE 35). 
Récemment, la résolution de la structure de la protéine TobZ de la bactérie 
Streptoalloteichus tenebrarius a révélé le mécanisme d’action de cette enzyme et le rôle 
respectif des domaines structuraux YrdC et Kae1 (PARTHIER ET AL., 2012) dans la réaction de 
carbamoylation, permettant de dresser des parallèles avec la réaction de biosynthèse de t6A 



































FIGURE 47 – SUITE DE LA LEGENCE Structure et mécanisme catalytique de la protéine TobZ, illustrant le rôle 
des domaines YrdC et Kae1 
 
B. Structure de la protéine TobZ de la bactérie Streptoalloteichus tenebrarius avec représentation schématique 
de la réaction. L’atome de manganèse retrouvé dans le domaine YrdC est indiqué en rose, l’atome de fer dans le 
domaine Kae1 en rouge. La molécule de tobramycine (le substrat carbamoylé) en bleu, l’intermédiaire AMP-
carbamoyl en haune dans le domaine YrdC, en vert dans le domaine Kae1. Le tunnel formé par l’interface des 
deux domaines est coloré en gris clair. 
Les encarts inférieurs visualisent les sites actifs des deux domaines. A gauche, le site actif de YrdC avant réaction, 
où se trouve le carbamoyl-phosphate, l’ATP (en orange) et l’atome de manganèse (en rose). Les liaisons sont 
représentées en segments bleu clair. A droite, après réaction, où se trouve l’intermédiaire. Le tunnel où transite 
l’intermédiaire entre les deux domaines est schématisé. L’encart de droite correspond au site actif de Kae1. 
C. Comparaison des sites actif de TobZ(YrdC) avec le site actif de Sua5 de S.tokodaii, et de TobZ(Kae1) avec le 
site actif de Kae1 de P. abyssi.  
Les ligands respectifs trouvée dans les différents domaines sont représentés (respectivement AMP-C, AMP-TC, 
AMP-C et AMPPNP). 
d’après Parthier et al, 2011 
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autre carbamoyltransférase fournit des informations comparables (PETKUN ET AL., 2011, 
SHOMURA ET AL., 2012). 
Le domaine YRDC de TobZ et HypF, contenant respectivement un atome de 
manganèse, fixe une molécule de carbamoyl-phosphate (un carbamate dans le cas de HypF) 
et une molécule d’ATP, pour produire un intermédiaire  Carbamoyl-AMP. Cet intermédiaire 
est transféré au domaine Kae1 par un tunnel formé à l’interface des deux domaines. Ainsi, 
dans le cas de la synthèse de t6A, l’intermédiaire thréonylcarbamoyl-AMP produit par YrdC 
pourrait transiter de la même manière dans un tunnel formé par une possible interface 
entre YrdC et YgjD. Le site actif du domaine Kae1 de TobZ, qui contient un atome de fer 
(comme la protéine Kae1 de P. abyssi), forme alors des liaisons nécessaires pour la fixation 
de l’intermédiaire et fixe également le substrat tobramycine, puis transfert le groupement 
carmaboyle sur ce substrat, sans avoir recours à une hydrolyse d’ATP. Ainsi, de manière 
analogue, la protéine Kae1/YgjD serait le lieu de fixation du TC-AMP et du transfert du 
groupement thréonylcarbamoyl sur son substrat, l’ARNt.   
 
La mise en évidence d’un intermédiaire adénylé au cours de ces réactions de 
carbamoylation a permis de révéler une information essentielle concernant la protéine Sua5 
d’Archée. En effet, lors de la résolution de la structure de la protéine Sua5 de Sulfolobus 
tokodaii, une molécule d’AMP fut identifiée au sein du site actif de la protéine (AGARI ET AL., 
2008).  Parthier et al., après avoir ré-examiné ces données, montrent que la densité 
électronique observée correspond en fait à une molécule de thréonyl-carbamoyl AMP, 
l’intermédiaire produit par YrdC de B. subtilis. Cette interpération est confortée par une 
autre structure de Sua5, qui présente une molécule d’AMPPNP et une molécule de L-
thréonine au sein de son site actif (KURATANI ET AL., 2011) 
Ainsi, chez les Archées (et probablement chez les Eucaryotes), la protéine Sua5 
produirait le même intermédiaire TC-AMP que son homologue bactérien; qui serait par la 
suite transféré au site actif de Kae1, qui à son tour transfèrerait le groupement carbamoyl-




































































Le mystère de la biosynthèse 
 de t6A serait-il donc résolu, et l’affaire classée ? 
 
Hélas (ou heureusement) non ! Car malgré ces nombreuses données, tant 
biochimiques que structurales, de nombreux aspects restent encore non résolus. 
Notamment, le rôle des protéines YjeE et YeaZ n’est toujours pas compris. Leur présence 
indispensable dans la machinerie de synthèse de t6A chez E. coli et B. subtilis soulève 
plusieurs grandes questions auxquelles je tenterai de répondre : 
La mitochondrie possède des ARNt qui portent la modification t6A, mais seul un 
orthologue de YgjD, la protéine Qri7, a été identifié au sein de cet organite. Comment est 
alors réalisée la synthèse de t6A au niveau mitochondrial ?  
De  façon similaire, chez les Eucaryotes et les Archées, YjeE et YeaZ sont absentes : 
Sua5 et Kae1 peuvent-elles catalyser seules cette réaction, ou, comme chez les Bactéries, 
des partenaires spécifiques sont-ils requis ? 
Afin de pouvoir répondre à cette dernière question, nous allons donc nous 
intéresser dans un dernier temps aux partenaires connus de Kae1 chez les Eucaryotes et 





































D - Du côté des Archées et des Eucaryotes : les 
partenaires de Kae1 
En 2004, Lopreiato et al. recherchent chez Saccaromyces cerevisiae les partenaires 
potentiels d’une petite sérine-thréonine kinase, appelée Bud32. Ils détectent alors par 
double-hybride l’orthologue de YgjD, qu’ils nomment Kae1 pour « Kinase-Associated 
Endopeptidase ». Avant de revenir sur l’interaction entre Kae1 et Bud32, nous allons aborder 
les caractéristiques de cette protéine. 
 
1- L’intriguante Bud32, une kinase atypique 
Identifiée chez Saccharomyces cerevisiae en 1997 comme étant une sérine thréonine 
(Ser/Thr) kinase putative (CLEMENTE ET AL., 1997), Bud32 fut rapidement l’objet d’une grande 
attention, pour plusieurs raisons. D’une part, sa délétion cause une altération sévère de la 
croissance, suggérant un rôle fondamental dans la cellule. Deuxièmement, au niveau de sa 
séquence, certains des motifs et domaines caractéristiques de la famille des kinases sont 
fortement altérés. De plus, sa taille (261 acides aminés, soit environ 30kDa chez S. 
cerevisiae) en ferait la plus petite kinase décrite (STOCCHETTO ET AL., 1997). Bud32 est une 
protéine hautement conservée : elle est présente virtuellement aussi bien chez tous les 
Eucaryotes que chez les Archées, mais absente chez les Bactéries. Il fut ainsi suggéré que 
Bud32 représente une famille très ancienne de kinases, dont les caractéristiques 
refléteraient l’état ancestral des kinases eucaryotes modernes (LEONARD ET AL., 1998, FACCHIN 
ET AL., 2002), et qui serait apparu avant la divergence entre Archée et Eucaryotes. 
 
Les études biochimiques in vitro réalisées sur Bud32 issue de S. cerevisiae montrent 
que cette protéine présente effectivement une activité kinase : elle s’autophosphoryle et 
peut phosphoryler certaines protéines, comme la caséine, l’ostoponcine, la glutaredoxine 
(STOCHETTO ET AL 1997, LOPREIATO ET AL, 2004). Cependant, cette activité kinase in vitro est 
faible (son kcat est de l’ordre de 0,03min
-1 pour les différents substrats non spécifiques 
utilisés, FACCHIN ET AL., 2002).  Cette activité dépendante par la présence de manganèse 
(STOCHETTO ET AL, 1997), ce qui n’est pas typique des Ser/Thr kinases. Ces caractéristiques 
biochimiques sont retrouvées chez les orthologues Bud32 des Archées Methanocladococcus 


































FIGURE 48: Propriétés structurales de Bud32 de M.jannaschii et comparaison avec d’autres 
kinases 
A. Structure du domaine Bud32 de la protéine MJ1130. Le domaine Kae1, lié au niveau de l’extrémité 
N-terminale du domaine Bud32 par un linker, n’est pas représenté pour plus de clarté.  
B. Résidus conservés du site actif et rôles déterminés par étude mutationnelle de Bud32 chez S. 
cerevisiae  
C. Superposition des structures de Bud32 (en orange) avec Rio1 (en bleu foncé) et la Protéine Kinase A 
(en bleu clair)  




Une autre particularité est le caractère « acidophile » de cette kinase (ce qui n’a rien à voir 
avec les organismes acidophiles !).  Alors que la très grande majorité des Ser/Thr kinases 
reconnaissent les résidus phospho-accepteurs grâce à la présence d’un consensus de résidus 
basiques, prolyl et hydrophobes ; chez les rares Ser/thr kinases dites acidophiles, le choix du 
site de phosphorylation dépend de la présence de résidus acides, à chaine latérale négative 
(comme la sérine) autour du résidu phosphoaccepteur (FACCHIN ET AL, 2002).  
 
Au niveau structural, plusieurs caractéristiques communes aux kinases sont 
retrouvées chez Bud32 et ses orthologues. La comparaison de sa séquence avec celle de la 
PKA (Protéine Kinase AMPc dépendante) montre la présence conservée de certains motifs 
typiques des kinases, comme la boucle P, la boucle catalytique, et d’autres résidus conservés 
impliqués dans la fixation de l’ATP. Le rôle de ces résidus conservés dans l’activité kinase de 
Bud a été confirmé par étude mutationnelle sur la protéine de S. cerevisiae (FACCHIN ET AL., 
2002, MAO ET AL., 2008) (FIGURE 48).  La résolution de la structure de la protéine MJ1130 
Methanocaldococcus jannaschii, où Bud32 est fusionnée avec Kae1 en un unique 
polypeptide, a permis de confirmer qu’elle présentait un repliement typique des kinases, 
avec deux lobes reliés par une charnière (FIGURE 48). Typiquement, le lobe N-terminal 
correspond au domaine de fixation du nucléotide, tandis que le lobe C-terminal est 
responsable de la fixation avec la protéine substrat pour effectuer le transfert du phosphate. 
Cette structure permet de rapprocher Bud32 de la famille des Rio kinases, impliquées dans la 
maturation du ribosome. 
 
Cependant, sur de nombreux points, Bud32 diffère fortement des autres kinases et 
justifie son caractère « atypique ». D’une part, son domaine C-terminal est très réduit et ne 
possède pas de boucle A, normalement impliquée dans la reconnaissance du substrat. Il est 
terminé par une extrémité C-terminale basique atypique. Le site d’autophosphorylation, très 
réduit, ne présente pas les caractéristiques classiques pour ce type de kinase. Au niveau de 
son site actif se trouve une thréonine (conservée chez tous les orthologues) à la place d’une 









































Bud32 apparait donc comme une kinase atypique. Les données structurales et 
biochimiques suggèrent qu’elle fonctionne sur un mode de reconnaissance et un 
mécanisme catalytique différents des autres kinases, qui pourraient témoigner de l’état 
ancestral des kinases d’eucaryotes et d’archées. 
 
Au niveau in vivo, les mutants de délétion de Bud32 chez S. cerevisiae montrent, en 
plus d’une altération importante de la croissance, plusieurs défauts spécifiques dont : une 
survie réduite en phase stationnaire, une incapacité des homozygotes diploïdes à entrer en 
sporulation, aucune division méiotique visible, des altérations de la structure de la paroi, 
ainsi qu’un bourgeonnement (budding) aléatoire. C’est ce dernier phénotype qui donne son 
nom à la protéine (SNYDER ET AL 2001). 
Chez l’Homme, l’homologue de Bud32 est appelé PRPK, pour p53 regulating protein 
kinase. En effet, il a été montré à la fois in vivo et in vitro que PRPK phosphoryle et active la 
protéine p53, régulateur transcriptionnel central du cycle cellulaire chez l’Homme (ABE ET AL., 
2001). Plusieurs différences apparaissent entre PRPK et son homologue Bud32 (du 
magnésium est requis pour l’activité de PRPK, et il faut « l’activer » avec du lysat cellulaire 
pour obtenir une activité kinase), mais de manière intéressante, il a été montré que Bud32 
exprimé dans les cellules humaines pouvait se lier à p53 et le phosphoryler. De plus, PRPK 
peut partiellement complémenter la délétion de Bud32 chez la Levure (LOPREIATO ET AL., 2004). 
Ces données indiquent que la fonction de ces orthologues est conservée. 
 Récemment, il a été montré chez l’Archée Haloferax volcannii que la délétion du gène 
codant l’orthologue de Bud32 est létale, indiquant son caractère essentiel (NAOR ET AL., 2012) 
 
Ainsi, la fonction de Bud32 semble toucher un processus cellulaire fondamental. 
Cependant, à part p53 (qui n’est pas présent chez S. cerevisiae ni chez les Archées), aucun 
substrat spécifique n’a pour le moment été identifié. De plus, la nécessité de « pré-activer » 
PRPK à l’aide de lysat cellulaire, et la faible activité kinase de Bud32 de Levure in vitro, 
permit de suggérer l’existence d’activateurs non identifiés. La recherche des partenaires et 
de substrats de Bud32/PRPK fut donc entreprise pour déterminer les processus cellulaires 
auxquels elle était liée. En plus de p53, plusieurs protéines interagissant avec Bud32/PRPK 


































FIGURE 49: Composition et nomenclature du complexe KEOPS 
Les noms et les masses moléculaires indiquées correspondent aux protéines de Saccharomyces 
cerevisiae. Les formes de chaque protéine sont des représentations schématiques simplifiées de la 
structure résolue chez les Archées (d’après Mao et al, 2008), et les couleurs ont été définies 
arbitrairement.  Entre parenthèse sont indiqués les groupes d’organismes où sont retrouvés  des 
orthologues (A= Archées, E= Eucaryotes, B= Bactéries). La protéine Gon7 n’est retrouvée que chez les 




(MYIOSHI ET AL., 2003), une glutaredoxine Grx4, la protéine Kae1 (LOPREIATO ET AL., 2004), Ray 
(une Ras-like GTPase) (ABE ET AL., 2006), AKT, une protéine centrale de la signalisation 
cellulaire (PINNA ET AL., 2007). Ces interactants suggèrent que Bud32/PRPK est au cœur d’un 
réseau complexe de signalisation, du moins chez les Eucaryotes.  
 
Parmi cette liste de partenaires identifiés, deux protéines se distinguent pour 
différentes raisons. D’une part, la protéine Cgi121 (dont le nom correspond uniquement à un 
nom de code issu d’une banque d’Expressed Sequenced Tag, ou EST), présente des 
orthologues chez les autres Eucaryotes et chez les Archées, mais pas chez les Bactéries, ce 
qui correspond à la distribution de Bud32 dans le monde vivant. D’autre part, la protéine 
Kae1, protéine universelle, est parfois fusionnée à Bud32 chez certaines Archées comme 
chez Methanocaldococcus jannaschii (HUNTER ET AL., 1997, KOONIN ET AL., 1998), indiquant un 
lien physique et fonctionnel conservé. 
 
En 2006, deux études parallèles chez S. cerevisiae confirmèrent l’interaction entre 
Bud32, Kae1 et Cgi121 et complétèrent la liste des interactants. La première étude (DOWNEY 
ET AL. 2006) montra que ces trois protéines forment dans la cellule un complexe stable et 
isolable, contenant également une petite protéine spécifique des Champignons appelée 
Gon7. Ce complexe fut appelé KEOPS pour Kinase (correspondant à Bud32), Endopeptidase 
(correspondant à l’activité supposée de Kae1) and Other Proteins of small Size (désignant les 
petites protéines Cgi121 et Gon7). La seconde étude (KISSELEVA ET AL., 2006), identifia un 
complexe similaire, mais avec en plus une autre petite protéine : Pcc1. Cette dernière, tout 
comme Bud32 et Cgi121, est universellement conservée chez les Eucaryotes et les Archées, 
mais absente chez les Bactéries. Ce complexes fut appelé quant à lui EKC, signifiant 
Endopeptidase (correspondant à Kae1), Kinase (correspondant à  Bud32) Chromatine-
associated (car ce complexe est retrouvé associé à la chromatine lors d’expérience 
d’immunoprécipitation) L’association entre les protéines Kae1, Bud32, Cgi121 et Pcc1 fut par 
la suite confirmée chez les Archées (MAO ET AL., 2008), puis chez l’Homme (COSTESSI ET AL., 2012). 
Dans la suite de ce manuscrit,  seule l’appellation KEOPS sera employée, et désignera le 
complexe stable constitué des orthologues des 4 protéines : Kae1, Bud32, Cgi121, Pcc1 





























FIGURE 50: Architecture linéaire du complexe KEOPS chez les Archées 
Modèle élaboré à partir d’études interactionnelles et de la résolution de la structure de 




2 - Propriétés structurales et biochimiques du complexe KEOPS 
a) Une architecture linéaire : 
Lors de son identification, la masse moléculaire apparente du complexe KEOPS chez S. 
cerevisiae avait été estimée entre 300 et 400kDa par gel filtration (DOWNEY ET AL., 2006, 
KISSELEVA ET AL., 2006). Or, en considérant un complexe comportant un seul exemplaire de 
chaque protéine, la masse moléculaire attendue est de l’ordre de 117kDa. Cela suggère une 
stochiométrie et/ou une forme moléculaire non globulaire. Les analyses d’interaction in vitro 
des différentes protéines d’Archées montrent que le complexe KEOPS présente une 
architecture linéaire, formée par l’enchainement des protéines Pcc1 – Kae1 – Bud32 – 
Cgi121 (MAO ET AL., 2008) (FIGURE 50). De plus, les données structurales suggèrent que le 
complexe pourrait former un homodimère, dont la masse moléculaire théorique est de 
233kDa. Ainsi, ces données permettraient d’expliquer la masse moléculaire apparente très 
élevée déterminée lors de l’isolation initiale du complexe KEOPS chez S. cerevisiae. 
L’architecture linéaire et l’état dimérique ont également été décrits pour le complexe KEOPS 
humain (COSTESSI ET AL., 2012). 
 
b) Kae1/Bud32 : un couple très uni 
L’interaction entre la protéine Kae1 et Bud32, qui constituent la partie centrale du 
complexe, a été caractérisée grâce à la résolution de la structure de la protéine MJ1130 de 
M. janaaschii, où les deux protéines sont fusionnées en un seul polypeptide (HECKER ET AL., 
2008, MAO ET AL., 2008) (FIGURE 51). Combinées à une caractérisation biochimiques in vitro 
ainsi qu’à une analyse mutationnelle in vivo des résidus conservés chez les orthologues de S. 
cerevisiae, ces deux études ont permis de déterminer le rôle et l’importance de certaines 
régions dans l’interaction entre ces deux protéines.  
 
Bud32 interagit avec Kae1 via ses deux lobes N et C terminaux, alors que du côté de 
Kae1, l’interaction engage principalement le domaine II. La région appelée insert spécifique 
1 de ce domaine joue le rôle d’une plate-forme d’interaction avec Bud32. De manière 
intéressante, la zone de contact entre Bud32 de cet insert n’est conservée que chez les 





























FIGURE 51 : Structure de la protéine MJ1130 de M.jannaschii, correspondant à une fusion 
entre Kae1 et Bud32, et mise en évidence des interactions entre ces deux domaines. 
Le domaine Kae1 est coloré en violet et en bleu, le domaine Bud32 en orange. Les différents éléments 
caractéristiques sont indiqués. L’atome de Fer est coloré en rouge. Les encarts 1 et 2 correspondent à 
un agrandissement du site actif des deux domaines. Dans l’encart 1 (Kae1), une molécule d’ATP a été 
modélisée (en rouge) d’après la structure de Kae1 de P. abyssi. On voit la queue Cterminal de Bud32 qui 
se projet au sein du site actif (en orange). Dans l’encart 2, une molécule d’ATP (en rouge) et un atome 
de manganèse (en rose) ont été modélisés au sein du site actif. Les résidus conservés et impliqués dans 




(HECKER ET AL., 2008). Par comparaison avec la structure de Kae1 de Pyrococcus abyssi (HECKER 
ET AL., 2007), il semble que la présence de Bud32 ne modifie pas la conformation globale de 
Kae1. L’effet de Kae1 sur la conformation de Bud32 n’est en revanche pas connu, car aucune 
structure de Bud32 seule n’a pour le moment été décrite. Certains résidus chez Kae1 
impliqués dans cette interaction sont très proches du site actif de Bud32, et forment mêmes 
des liaisons hydrogènes avec certaines bases catalytiques (comme l’aspartate conservé 451).  
Dans les différentes structures résolues, aucun nucléotide n’a pu être co-cristallisé au sein 
du site actif de Bud32, et il semble que sa P-loop soit dans une conformation inactive (ou 
fermée). De plus, Hecker et al. ont montré que la présence de Kae1 inhibe l’activité 
d’autophosphorylation de Bud32 in vitro. L’ensemble de ces données suggèrent que Kae1 
pourrait réprimer l’activité kinase de Bud32 par effet conformationnel sur son site actif.  A 
l’inverse, Mao et al. ont montré que Kae1 est la cible de phosphorylation de Bud32.  Bien 
que contradictoires au niveau biochimique, ces deux études ont montré l’importance in vivo 
de cette surface d’interaction : la substitution des résidus au niveau de l’interface affecte 
fortement la croissance chez la Levure. 
Enfin, une autre région d’interaction est également particulièrement intéressante. Les 
structures révèlent que la queue C-terminale de Bud32 pénètre au sein de la fente 
catalytique de Kae1, directement à côté du centre de coordination du Fer. La délétion de 
cette région chez Bud32 ne perturbe pas l’interaction avec Kae1, mais affecte fortement la 
croissance chez la Levure, indiquant que cette région est nécessaire à la fonction de Bud32 
ou du couple Bud32/Kae1 (MAO ET AL., 2008) 
 
Au bilan, il apparait que Kae1 et Bud32 interagissent physiquement et 
fonctionnellement de façon réciproque l’une sur l’autre, par l’intermédiaire de zones 
d’interaction situées à proximité de leurs sites actifs respectifs. Cette interaction mutuelle 
joue probablement un rôle dans la régulation de leurs activités respectives et dans la 








































FIGURE 52 : Structure de la protéine Cgi121 de M.jannaschii. 




c) Cgi121, un régulateur de Bud32 
L’étude de Mao et al. a également révélé la structure de Cgi121 chez l’Homme et chez 
l’Archée M.jannaschii (MAO ET AL., 2008). Ces deux orthologues présentent une conformation 
très proche, mais qui ne correspond à aucun domaine structural connu.  La structure de 
Cgi121 d’Archée à également été obtenue au sein du complexe Kae1-Bud32-Cgi121, 
permettant de révéler son mode d’interaction avec Bud32. Cgi121 interagit via deux hélices 
alpha (1 et 8), au niveau du lobe N-terminal de Bud32 (FIGURE 52). Cette interaction 
provoque des changements conformationnels notables dans la structure de ce lobe.  
In vitro, la présence de Cgi121 augmente l’activité d’autophosphorylation de Bud32. Des 
mutations dans la zone d’interaction de Cgi121 ou sa délétion, provoquent un phénotype de 
croissance semblable à celui provoqué par un mutant catalytique de Bud32. De plus, chez la 
Levure, Cgi121 semble être moins exprimée que les autres membres de KEOPS et soumise à 
une dégradation plus rapide (MAO ET AL., 2008, GHAEMMAGHAMI ET AL., 2003). L’ensemble de ces 
données structurales et biochimiques rappellent l’action des cyclines au niveau des Cycline 
dépendant kinases (CDK), impliquées dans la régulation du cycle cellulaire chez les 
Eucaryotes.  
Au bilan, Cgi121 apparait comme un probable régulateur positif de Bud32. 
 
d) Pcc1, partenaire de Kae1,  
Pcc1 (pour Polarized growth Chromatin associated controller 1, KISSELEVA ET AL ., 2006) 
est la plus petite des 4 protéines du complexe KEOPS. Sa structure, résolue pour l’Archée 
Pyrococcus furiosus (MAO ET AL., 2008) montre une certaine ressemblance avec le domaine 
conservé appelé KH (FIGURE 53 A-B). Le domaine KH (d’après la protéine hnRNP K chez 
l’Homme), constitué généralement d’environ 70 acides aminés, est retrouvé dans les trois 
domaines du vivant, au sein de nombreuses protéines, notamment de nombreux régulateurs 
transcriptionnels. C’est un domaine de fixation à l’ARN ou ADN simple brin qui accommode 
strictement 4 bases de l’acide  nucléique au sein d’une cavité hydrophobe (VALVERDE ET AL., 
2008). Les domaines KH présentent tous un motif conservé GXXG impliqué dans l’interaction 
avec l’acide nucléique, bien qu’il ait été montré récemment que des domaines KH 
divergents, ayant un motif GXXG altéré, peuvent être fonctionnels (BRYKAILO ET AL., 2007). 
Enfin, ce domaine cristallise très souvent sous forme de dimère et pourrait avoir un rôle 



































FIGURE 53 : Structure de la protéine Pcc1 de T. acidophilum, comparaison avec le domaine 
KH et structure du complexe Kae1/Pcc1. 
A. Représentation schématique de la structure secondaire de Pcc1. Les cylindres représentent des 
hélices α, les flèches des brins β. L’indication GXXG indique la position théorique du motif conservé 
dans les domaines KH, qui n’est pas présent dans la séquence de Pcc1. Sur la droite est représentée la 
structure d’un monomère de Pcc1 (obtenu sous forme de dimère) 
B. Représentation schématique de la structure secondaire et tertiaire d’un domaine KH. Les hélices α1 
et α2 correspondent à une unique hélice interrompue par un coude correspondant au motif conservé 
GXXG. Les éléments en noirs correspondent aux structures retrouvées systématiquement dans tous les 
domaines KH. 
C. Structure du dimère de Pcc1 (en bleu) avec un monomère de Kae1 (en violet).  




Pcc1 présente les éléments structuraux typiques de ce domaine KH, hormis le motif GXXG 
dans sa première hélice. Il dimérise en solution et cristallise également sous forme de 
dimère, selon un mode semblable aux domaines KH (MAO ET AL., 2008).  
 
De manière intéressante, Pcc1 interagit avec Kae1 en solution selon une stochiométrie 
2:2, c'est-à-dire sous forme d’un homodimère Kae1Pcc1-Pcc1Kae1 et des analyses 
mutationnelles chez la Levure semblent indiquer que l’ensemble du complexe KEOPS 
pourrait fonctionner in vivo comme un homodimère via Pcc1 (MAO ET AL., 2008). Chez 
l’Homme (COSTESSI ET AL., 2012), un homodimère semblable : Kae1Pcc1-Pcc1Kae1 (Pcc1 est 
appelé ici LAGE3) a été décrit. 
 
Au niveau structural, seule la structure d’un dimère de Pcc1 (de Pyrococcus furiosus) lié 
à une seule molécule de Kae1 (de Thermoplasma acidophilum) a pu être obtenue (FIGURE 
53-C) (MAO ET AL, 2008). Pcc1 interagit au niveau du domaine I de Kae1, et ne semble pas 
provoquer pas de réarrangement conformationnel notable dans la structure de cette 
dernière, par comparaison avec la structure de la protéine Kae1 de P. abyssi seule. (HECKER ET 
AL. 2007) 
 
Ainsi, Pcc1 pourrait avoir une double fonction  au sein de KEOPS : dimérisation et liaison 
avec un acide nucléique par sa ressemblance au domaine KH. Ces hypothèses nécessitent 
toutefois une confirmation. 
 
La protéine Kae1 est donc associée chez les Archées et les Eucaryotes à une kinase 
atypique, Bud32, ainsi qu’a deux autres protéines, Pcc1 et Cgi121, pour former un 
complexe moléculaire conservé, KEOPS. L’étude structurale de plusieurs sous-complexes 
de KEOPS d’Archées a permis de proposer un modèle probable d’architecture globale, et a 
fourni de nombreuses données sur les relations intra et inter-moléculaires. Chacune des 
protéines semble influencer l’activité ou la structure de son ou ses partenaires respectifs. 

































3 -  KEOPS : un rôle biologique mystérieux mais fondamental: 
Les différentes sous-unités de KEOPS ont été l’objet de multiples investigations 
génétiques afin de déterminer leur fonction. Cgi121 fut identifié initialement chez S. 
cerevisiae comme suppresseur d’une mutation dans le gène cdc13 qui code pour une 
protéine impliquée dans l’homéostasie des télomères. La  délétion de cgi121, bud32 et gon7 
(le cinquième composant de KEOPS chez la Levure) provoque un raccourcissement des 
télomères associé à un ralentissement de la croissance, phénotype semblable à celui associé 
à la délétion du gène  sua5. De manière intéressante, la délétion de bud32 engendre un 
phénotype plus sévère que la délétion de cgi121 (DOWNEY ET AL., 2006). D’autre part, la 
délétion de pcc1 réduit fortement la croissance cellulaire et est associé un défaut de 
transcription de différents gènes, notamment les gènes de réponse aux phéromones et les 
gènes activés par le galactose (GAL) (KISSELEVA ET AL., 2006). Par immuno-précipitation de 
chromatine, il a été montré que que Pcc1 que Kae1 et Gon7, sont physiquement associés à 
certaines zones activement transcrites de la chromatine. Finalement, l’étude de Kisseleva 
suggère que le complexe entier est impliqué dans la régulation de la transcription, en 
agissant sur un remodelage de la chromatine (d’où le nom initial de EKC, C pour chromatine 
associated). Enfin, chez l’Archée Haloferax volcanii, les gènes codant Kae1, Bud32, et Cgi121 
sont essentiels,  alors qu’une délétion de Pcc1 ne provoque pas la mort de l’organisme, mais 
entraine un retard de croissance,  associé à différents phénotypes, tels qu’une accumulation 
de l’ADN et une distribution anormale, une accumulation des produits de glycation avancés 
(des protéines altérées par glycation non enzymatique et traduisant des perturbations 
métaboliques) (NAOR ET AL., 2012). 
Ces différentes observations, combinées aux résultats obtenus par les précédentes 
études concernant Bud32, semblent indiquer que les membres de KEOPS participent à de 
nombreux processus cellulaires fondamentaux. La pléiotropie des phénotypes observés ne 
permet pas d’établir un rôle biologique clair pour le complexe KEOPS, mais rappelle 

































4 - KEOPS, impliqué dans la biosynthèse de t6A ? 
Kae1 étant intimement liée à Pcc1, Bud32 et Cgi121 au sein du complexe KEOPS, on 
peut donc se demander si ces différentes sous-unités participent également à la biosynthèse 
de t6A chez les Archées et les Eucaryotes, aux côtés de Sua5. Différents travaux récents de 
génétique ont tentés de répondre à cette question. 
SRINIVASAN ET AL. ont employé une technique d’extension d’amorces et une quantification 
par spectrométrie de masse sur des ARNt extraits de différents mutants de KEOPS afin de 
déterminer l’importance de chacune des ces protéines dans la formation de t6A in vivo. 
D’après les auteurs, les résultats obtenus indiquent que les protéines Sua5, Kae1, mais aussi 
Bud32 et Pcc1 sont nécessaires à la synthèse de t6A. En revanche, la protéine Cgi121 ne 
semble pas nécessaire. Cependant, la méthode d’inactivation des gènes employés peut être 
remise en question (communication personnelle, Valérie de Crécy-lagard), de même que les 
résultats concernant l’extension d’amorces qui ne correspondent pas aux profils attendus 
par cette technique. D’autre part, DAUGERON ET AL ont montré que des mutants  ponctuels 
thermosensibles  de Kae1 et Pcc1 chez S. cerevisiae présentent une diminution de la 
quantité de t6A dans les conditions non permissives. Chez l’Archée Haloferax volcanii, 
l’absence de Pcc1 conduit également à une légère diminution de la quantité de t6A au niveau 
des ARNt, suggérant que cette protéine pourrait jouer un rôle accessoire dans la synthèse de 
ce nucléoside (NAOR ET AL., 2012) 
Enfin, une première approche de biosynthèse de t6A in vitro a été tentée par SRINIVASAN ET 
AL en mesurant la quantité de thréonine radioactive(C14) ou lourde (N13) dans des ARNt en 
présence d’extraits cellulaires issus des mutants de KEOPS. Les résultats obtenus, très 
préliminaires et en partie contradictoires, semblent indiquer que KEOPS est impliqué 
directement dans cette synthèse. 
L’ensemble de ces résultats suggèrent que les membres de KEOPS sont effectivement 
impliqués dans la voie de biosynthèse de t6A. Cependant, les données disponibles ne 
permettent pas d’établir des conclusions définitives quant au rôle de ces protéines dans 
cette biosynthèse. Il manque donc la démonstration biochimique in vitro prouvant que 
KEOPS et Sua5 constituent, à  l’image des protéines YrdC, YgjD, YeaZ et YjeE chez les 
Bactéries, la machinerie de biosynthèse de t6A chez les Archées et les Eucaryotes. C’est la 
































Basée sur les données présentées dans l’introduction, cette thèse a pour objectif de 
répondre à différentes questions : 
- Chez les Archées et les Eucaryotes, la protéine Sua5 et le complexe KEOPS 
forment-ils la machinerie de biosynthèse de t6A ? 
- Quel est le rôle des différents composants de cette machinerie ? 
- Chez la mitochondrie, comment est synthétisée t6A ? 
- Quels sont les différences et les points communs entre ces différents types de 
machinerie enzymatique ? Peut-on retracer leur histoire évolutive ? 
 
CHOIX DE L’APPROCHE  
Afin de répondre à ces questions, je me suis orienté sur une approche biochimique in 
vitro, par l’étude, la caractérisation et la comparaison de protéines issues de différents 
organismes modèles. D’une part, aucune étude de cette nature concernant le rôle de Sua5 
et KEOPS dans la biosynthèse de t6A n’a été décrite pour le moment chez les Archées et les 
Eucaryotes. D’autre part, cette approche a l’avantage, contrairement aux techniques de 
génétique, de démontrer l’implication directe des protéines candidates. Cependant, elle ne 
reflète pas nécessairement les conditions physiologiques et cellulaires naturelles (en terme 
de concentration, de présence de co-facteurs) et doit donc être interprétée en regard des 
données disponibles obtenues par d’autres techniques.  
Les protéines qui font l’objet de cette étude ont toutes été produites en système 
hétérologue, par sur-expression dans des souches adaptées d’Escherichia coli. Ce mode de 
production a prouvé son efficacité et sa fiabilité, bien que l’obtention de protéines solubles 
et actives par cette méthode soit empirique et non prévisible. De plus, les protéines 
obtenues ne portent pas les modifications post-traductionnelles éventuelles que l’on 


































DESSIN ADDITIONNEL :  




Enfin, pour faciliter les étapes de purification, chaque protéine est fusionnée avec 
une étiquette peptidique (hexahistidine ou StrepTagII) placée généralement du côté C-
terminale. En raison de sa taille (6 et 8 acides aminés respectivement) nous avons choisi de 
ne pas l’enlever. La présence d’une telle étiquette peut dans certains cas perturber le 
repliement, l’activité ou l’interaction d’une protéine avec ses partenaires, et il faut donc 
garder à l’esprit l’existence de ce paramètre dans l’interprétation des données. 
 
CHOIX DES MODELES D’ETUDES 
Le modèle d’étude principal choisi ici sera l’Euryarchée hyperthermophile Pyrococcus 
abyssi. Ce choix repose principalement sur des raisons historiques : découverte en 1992 dans 
l’océan Pacifique, au niveau d’un fumeur noir, son génome a été séquencé et caractérisé en 
2005 par le laboratoire d’Orsay. Il a servi ainsi de modèle à de nombreuses études sur la 
biologie des Archées. De plus, Pyrococcus abyssi  a l’avantage d’être très proche de l’Archée 
Thermococcus kodakarensis, pour laquelle des outils génétiques sont disponibles. Enfin, au 
niveau biochimique, l’étude des protéines issues d’un organisme hyperthermophile 
présentent souvent des avantages (purification, meilleure stabilité, étude structurale 
facilitée, températures de réaction garantissant l’absence d’activités contaminantes). 
Pyrococcus abyssi présente un orthologue identifié de chacune des protéines Sua5, Kae1, 
Bud32, Cgi121, et Pcc1. 
Saccharomyces cerevisiae sera le second modèle utilisé dans cette étude. Le 
complexe KEOPS a été caractérisé pour la première fois chez cet Eucaryote modèle, et de 
très nombreuses données génétiques sont disponibles concernant les différentes protéines 
décrites précédemment. Cependant, le complexe KEOPS de la Levure présente la 
particularité de contenir un cinquième élément, la protéine Gon7, spécifique des 
Champignons. Ainsi, la composition du complexe KEOPS de Pyrococcus abyssi (avec 
uniquement 4 sous unités) est plus représentative pour l’établissement d’un modèle général 
chez les Eucaryotes et les Archées, illustrant le fait que dans de très nombreux cas, les 
mécanismes archéens représentent un excellent modèle simplifié des mécanismes 
eucaryotes. La protéine Qri7, orthologue de Kae1/YgjD et présente dans la mitochondrie de 




































Enfin, les protéines YrdC, YgjD, YjeE et YeaZ de la Bactérie modèle Escherichia coli 
seront utilisées dans l’optique de comparer les systèmes de biosynthèse de t6A issus 
d’organismes représentatifs des trois domaines du vivant. 
 
DESCRIPTION DU CONTENU:  
Dans une première partie (Partie I), je répondrai à la question suivante : « Sua5 et 
KEOPS constituent-ils la machinerie de synthèse de t6A chez les Archées et les 
Eucaryotes ? ». Après une brève présentation des méthodes employées et des principaux 
résultats obtenus, cette partie sera présentée sous la forme d’un article publié en Janvier 
2013 dans le journal Nucleic Acid Research. Des résultats complémentaires seront présentés 
et discutés par la suite an addition des résultats décrits dans cette publication. 
 
Après avoir montré l’implication du complexe KEOPS dans la voie de biosynthèse de 
t6A, je tenterai dans une seconde partie (Partie II) de répondre à la question « Quels sont les 
rôles respectifs des différents composants du complexe KEOPS ? », en caractérisant les 
propriétés biochimiques des sous-complexes de KEOPS.  Les résultats obtenus permettront 
de proposer, en regard des données disponibles dans la littérature, un modèle de 
fonctionnement global du complexe KEOPS. 
 
Enfin, dans une dernière partie (Partie III), j’aborderai la question de la synthèse de 
t6A chez la mitochondrie, en montrant que le système enzymatique nécessite uniquement 
deux composants et constitue de ce fait une version minimaliste de la machinerie de 
biosynthèse de t6A.  
 
Je conclurai par la comparaison des différentes machineries de synthèse de t6A, les 



















































PARTIE I : Sua5 et KEOPS constituent le 
système enzymatique de biosynthèse de 






































Résumé des résultats principaux 
La première question à laquelle nous avons tenté de répondre est donc la suivante: 
quelles sont les protéines qui catalysent la synthèse de t6A chez les Archées et les 
Eucaryotes ?  
Grâce aux précédents travaux réalisés au sein de notre équipe, nous disposions de la 
protéine Kae1 de Pyrococcus abyssi purifiée sous la forme d’une protéine recombinante 
portant une étiquette hexahistidine. Nous avons purifié de la même manière la protéine 
Sua5 de Pyrococcus abyssi. Enfin, nous avons produit le complexe KEOPS en co-exprimant 
simultanément les protéines Kae1, Bud32, Cgi121 et Pcc1 de P.abyssi au sein d’une souche 
d’Escherichia coli. La présence d’une étiquette hexahistidine au niveau de la protéine Pcc1 
permet de purifier ces quatre protéines sous la forme d’un complexe protéique de taille 
apparente proche de 200kDa. La taille théorique du complexe KEOPS étant de 90KDa, cela 
suggère que le complexe obtenu est sous forme dimérique en solution.  
De manière intéressante, ce complexe co-purifie avec certains ARNt issus de la souche 
d’expression. La protéine Sua5, en revanche, ne présente pas cette particularité.  Nous avons 
alors confirmé l’affinité du complexe KEOPS pour les acides nucléiques par retard sur gel. 
KEOPS fixe de manière non spécifique un ARN 65mer de séquence aléatoire aussi bien qu’un 
ARNt (ANN ou non ANN) dans nos conditions in vitro. Cela suggère que la reconnaissance 
des ARNt par le complexe KEOPS intervient après la fixation. La protéine Sua5, en revanche, 
ne présente aucune affinité pour les acides nucléiques. 
Après avoir obtenu ces différentes protéines, nous avons produit différentes espèces 
d’ARNt pouvant servir de substrat à la réaction. Nous avons alors suivi l’incorporation de L-
thréonine radiomarquée au Carbone 14 au sein des ARNt, après incubation en présence des 
protéines et différents co-facteurs. Nous avons montré que les deux protéines universelles 
Kae1 et Sua5 à elles seules ne permettent pas d'incorporer la thréonine. En revanche, la 
protéine de Sua5 et le complexe KEOPS catalysent ensemble l’incorporation de thréonine au 
niveau de l’ARNt. A l’issue de cette réaction, l’analyse des nucléosides issus de la digestion 
des ARNt par chromatographie sur couche mince nous a permis de démontrer que 
l’incorporation de thréonine observée correspond effectivement à la synthèse de t6A. Cette 
réaction s’avère dépendante de la présence d’ATP, et la présence de manganèse dans le 





























Figure R1= Modèle globale de biosynthèse de t6A chez les Archées et les Eucaryotes 
TC-AMP= thréonylcarbamoyl-AMP, CT= N6thréonylcarbamoyl greffée sur l’adénosine 37 de l’ARNt. 
ARNt(NNU) = ARN de transfèrt portant un anticodon de type NNU, où N= A, U, G ou C 
173 
 
avons pu obtenir est d’environ 50% d’ARNt modifié, et la synthèse de t6A n’a lieu 
uniquement sur les espèces d’ARNt décodant les codons ANN (Lys, Asn, Ile), conformément 
à la distribution in vivo de ce nucléoside modifié. 
Cette réaction étant dépendante de la présence d’ATP, nous avons suivi par 
chromatographie sur couche mince l’apparition des produits d’hydrolyse d’ATP[αP32] 
radioactifs en présence de KEOPS et de Sua5. Nous avons montré que ces deux composants 
hydrolysent indépendamment l’ATP. La protéine Sua5 hydrolyse l’ATP en AMP en présence 
spécifique de thréonine et de carbonate. De manière intéressante, l’hydroxynorvaline, un 
acide aminé présent au sein d’une modification d’ARNt proche de t6A, hn6A, stimule 
également cette activité, suggérant que Sua5 pourrait être impliquée dans la formation de 
ce nucléoside modifié.  L’activité d’hydrolyse de Sua5 en présence des précurseurs de t6A 
suggère la formation d’un intermédiaire réactionnel que nous n’avons pas isolé, mais qui a 
été identifié par d’autres études comme étant du TC-AMP (thréonyl-carbamoyl-AMP). 
 Le complexe KEOPS hydrolyse l’ATP en ADP. La présence d’un oligonucléotide ADN ou 
ARN de séquence aléatoire ne stimule pas cette activité d’hydrolyse, alors que la présence 
spécifique d’un ARNt, quelle que soit sa séquence, stimule cette activité. Cela suggère que 
l’hydrolyse de l’ATP est liée à la fixation ou la reconnaissance du substrat ARNt par le 
complexe KEOPS. Nous avons réalisé la même étude pour le complexe de KEOPS et Sua5 de 
S.cerevisiae, aboutissant à des résultats similaires. 
Enfin, nous avons purifié les composants de la machinerie de synthèse de t6A chez E.coli, 
formé des protéines YrdC (orthologue de Sua5), YgjD (orthologue de Kae1, notée D), YjeE 
(notée E) et YeaZ (notée Z),  et avons effectués des expériences de complémentation in vitro 
entre les systèmes de synthèse de t6A d’E.coli, de S.cerevisiae et de P.abyssi. Nous avons 
alors montré que les protéines YrdC/Sua5 d’une part, et les complexes KEOPS / DEZ d’autre 
part sont interchangeables, suggérant un mécanisme universel conservé pour ces différents 
systèmes enzymatiques. 
Ces résultats, associés aux données disponibles dans la littérature, nous ont permis de 
proposer un modèle pour la biosynthèse de t6A chez les Archées et les Eucaryotes (Figure 
ci contre), et l’ensemble de ces résultats et la discussion qui l’accompagne sont présentés 
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ABSTRACT
N6-threonylcarbamoyladenosine (t6A) is a modified
nucleotide found in all transfer RNAs (tRNAs)
decoding codons starting with adenosine. Its
role is to facilitate codon–anticodon pairing and to
prevent frameshifting during protein synthesis.
Genetic studies demonstrated that two universal
proteins, Kae1/YgjD and Sua5/YrdC, are necessary
for t6A synthesis in Saccharomyces cerevisiae and
Escherichia coli. In Archaea and Eukarya, Kae1 is
part of a conserved protein complex named
kinase, endopeptidase and other proteins of small
size (KEOPS), together with three proteins that have
no bacterial homologues. Here, we reconstituted for
the first time an in vitro system for t6A modification
in Archaea and Eukarya, using purified KEOPS and
Sua5. We demonstrated binding of tRNAs to
archaeal KEOPS and detected two distinct adeno-
sine triphosphate (ATP)-dependent steps occurring
in the course of the synthesis. Our data, together
with recent reconstitution of an in vitro bacterial
system, indicated that t6A cannot be catalysed by
Sua5/YrdC and Kae1/YgjD alone but requires acces-
sory proteins that are not universal. Remarkably, we
observed interdomain complementation when bac-
terial, archaeal and eukaryotic proteins were
combined in vitro, suggesting a conserved catalytic
mechanism for the biosynthesis of t6A in nature.
These findings shed light on the reaction mechan-
ism of t6A synthesis and evolution of molecular
systems that promote translation fidelity in
present-day cells.
INTRODUCTION
All naturally occurring cellular RNA species carry
numerous modiﬁed nucleosides. Of 100 different
modiﬁed nucleosides reported to date, >80 are present
in mature transfer RNAs (tRNAs). Each tRNA
molecule has some subset of these modiﬁcations, altering
nucleoside identity at an average of 11 positions. Modiﬁed
nucleosides favour correct folding and stability of tRNA,
and some of them are important for the efﬁciency and
ﬁdelity of translation (1–5). Notably, some tRNA pos-
itions are almost always modiﬁed. This is the case for
the nucleotide at the position 37, which is modiﬁed in
>70% of all tRNAs (6). In a vast majority of cases, the
modiﬁcations introduced at position 37 are the universal
N1-methyl-guanosine (m1G) and N6-threonylcarbamoy-
ladenosine (t6A), or their derivatives. t6A is found exclu-
sively at the position 37, 30 adjacent to the third base of the
anticodon, in all tRNAs reading ANN codons (where N
corresponds to four canonical nucleotides A, C, G and T),
tRNAIle, tRNAThr, tRNAAsn, tRNALys, tRNASer and
tRNAArg (Figure 1). The t6A modiﬁcation facilitates
correct anticodon–codon pairing by enhanced base
stacking and by preventing intraloop base pairing of
U33  A37, resulting in enhanced translation ﬁdelity (7,8).
t6A modiﬁcation has been discovered, and its chemical
structure was elucidated >40 years ago (9). Initial studies
of t6A biosynthesis performed in vivo or with Escherichia
coli cellular extracts demonstrated that the reaction
required adenosine triphosphate (ATP), carbonate,
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magnesium and threonine (10,11). However, the proteins
involved in the catalysis of this multistep reaction were not
identiﬁed until recently. The breakthrough came when de
Crecy-Lagard et al. made the link between the universality
of t6A and a previous comparative genomic analysis that
identiﬁed YrdC and YgjD and their archaeal and eukary-
otic homologues (Sua5 and Kae1, respectively) as univer-
sal proteins of unknown function (12). In particular, they
noticed that proteins HypF and NodU/CmcH, which
catalyse chemical reactions similar to the ones expected
in t6A biosynthesis, are formed by the fusion of domains
homologous to YrdC and YgjD. Using genetic experi-
ments, they demonstrated that YrdC/Sua5 and YgjD/
Kae1 are responsible for the formation of t6A in vivo in
E. coli and Saccharomyces cerevisiae (13,14).
Earlier this year, Deutsch et al. (15) successfully
reconstituted the t6A synthesis reaction in vitro by
combining YrdC, YgjD and two additional E. coli
proteins, YeaZ and YjeE, in the presence of ATP, Mg2+,
threonine and carbonate. Subsequently, the reconstitution
of a Bacillus subtilis system using puriﬁed YwlC (YrdC),
YdiB (YjeE), YdiC (YeaZ) and YdiE (YgjD) was reported
(16). Notably, YeaZ and YjeE have no detectable
orthologues in Archaea and Eukarya. YeaZ is a paralogue
of YgjD (thus homologous but distantly related to Kae1),
whereas YjeE is speciﬁc to Bacteria. This suggested either
that Sua5 and Kae1 are sufﬁcient to perform the reaction
in these two domains of life or that the YeaZ and YjeE
functions are performed by functional analogues
evolutionarily unrelated to their bacterial counterparts.
Obvious candidate proteins to fulﬁl this role are the
partner proteins of Kae1 (the YgjD homologue) in the
KEOPS (kinase, endopeptidase, and other proteins of
small size) or EKC (endopeptidase-like and kinase
associated with transcribed chromatin) complex. In
addition to Kae1, the KEOPS/EKC complex (thereafter
called KEOPS) contains three proteins conserved between
Archaea and Eukarya, the protein kinase Bud32, Cgi121
and Pcc1 (17,18). Genetic and transcriptomic studies in
S. cerevisiae demonstrated that, in addition to Kae1,
Bud32 and Pcc1 are required for the formation of t6A
modiﬁcation (19,20). Recent genetic investigation of the
KEOPS complex in halophilic archaeon Haloferax
volcanii showed that Kae1, Bud32 and Cgi121 are essen-
tial, whereas Pcc1 knockout strain presented a decreased
growth rate and reduced levels of t6A modiﬁcation (21).
Furthermore, using a whole cell yeast extract for in vitro
t6A synthesis, Srinivasan et al. (20) showed that, as in the
case of the bacterial system, the reaction requires Sua5,
Kae1, threonine, bicarbonate and ATP.
We have previously characterized the archaeal homo-
logues of Kae1 and Bud32, with the aim to get more
insight into functions that were probably already present
in the last universal common ancestor (LUCA; Kae1/
YgjD) or in the last common ancestor of Archaea and
Eukarya (Bud32). We have shown that Kae1 is not an
O-sialoglycoprotein endopeptidase, as initially reported
(22), but rather a metalloprotein that binds ATP and
DNA in vitro, suggesting a role in some unknown univer-
sal function related to nucleic acid. In the course of our
work, we have puriﬁed the archaeal KEOPS complex from
the hyperthermophilic archaeon Pyrococcus abyssi
(PaKEOPS, this work) and the S. cerevisiae KEOPS
complex (ScKEOPS) (23) for structural and functional
studies. Here, we report for the ﬁrst time the in vitro for-
mation of t6A37-modiﬁed tRNA catalysed by the archaeal
and yeast complexes. We present in more detail the en-
zymatic properties of the more active PaKEOPS complex.
The efﬁciency of the reconstituted in vitro system indicates
that KEOPS and Sua5 are both necessary and sufﬁcient
for the reaction. Notably, PaKEOPS, but not Sua5,
strongly binds tRNA in vitro, suggesting a role for
KEOPS as a tRNA-binding platform in the t6A modiﬁca-
tion reaction. Finally, we identiﬁed two distinct
ATP-dependent catalytic steps associated with Sua5 and
KEOPS. Our data, together with results obtained with the
bacterial system (15), show that the universal proteins
Sua5/YrdC and Kae1/YgjD cannot synthesize t6A by
themselves but require additional non-universal accessory
proteins. Using interdomain complementation experi-
ments, we demonstrated that the KEOPS complex and
bacterial proteins YeaZ, YgjD and YjeE are functional
analogues, suggesting mechanistic similarity of t6A syn-
thesis in the three domains of life. We discuss evolutionary
implications raised by these observations and alternative
models they suggested on the nature of LUCA.
MATERIALS AND METHODS
Cloning procedures
A polycistronic sequence containing the genes encoding
the PaKEOPS subunits PAB1159 (Kae1), PAB1047
(Bud32), PAB1522 (Cgi121) and PAB3073 (Pcc1) was
synthesized by GenScript and cloned into pET28(a)
plasmid (Novagen). PAB3073 (Pcc1) was fused to a
hexa-histidine tag at its 30-end. The gene PAB1159
Figure 1. t6A modiﬁcation. On the left is a schematic representation of
an anticodon loop of tRNA carrying NNU anticodon and an mRNA
molecule carrying ANN codon. Adenosine at position 37 is indicated in
white circle. On the right is the chemical structure of t6A-modiﬁed
nucleoside. Chemical groups originating from threonine or carbonate
are indicated in grey and bold, respectively.
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(Kae1) was cloned into the pET28(a) as previously
described (24).
The gene PAB1302 encoding PaSua5 was ampliﬁed by
polymerase chain reaction (PCR) using total genomic
DNA from the P. abyssi GE5 strain as template and
cloned into pET26b (Novagen). The ScSua5 gene was
ampliﬁed by PCR using genomic DNA from S. cerevisiae
S288C strain (ATCC). A hexa-histidine tag was added at
the 30-end of the gene, which was subsequently cloned into
pET21d vector (Novagen).
E. coli genes ygjD and yeaZ were cloned in pET9a with
a histidine tag at their 30-end; yrdC was cloned in pET26b
with a histidine tag at its 30-end. yjeE gene was synthesized
(GenScript) and cloned in pET28a with a Strep-tag II on
its 30-end.
Media were supplemented with 50 mg/ml kanamycin,
34 mg/ml chloramphenicol or 100 mg/ml ampicillin when
needed.
Recombinant protein expression and puriﬁcation
Recombinant proteins were expressed in Rosetta2 (DE3)
pLysS E. coli strains (Novagen). Protein overexpression
was induced in Overnight Express Instant TB medium
(Novagen) supplemented with 10% glycerol.
Cells were collected by centrifugation, resuspended in
lysis buffer (LBf) and sonicated on ice. After centrifuga-
tion and in the case of archaeal protein puriﬁcation, the
supernatant was heated at 65C for 15min to precipitate
bacterial proteins. His-tagged proteins from the soluble
fraction were puriﬁed by gravity-ﬂow chromatography
on an Ni-NTA resin column (Qiagen) according to the
manufacturer’s recommendations. Proteins carrying a
strep-tag II were puriﬁed on a Strep-tactin Sepharose
resin (IBA) following manufacturer advice. Fractions of
interest were pooled, concentrated and injected on a
Superdex
TM
200 column (GE Healthcare) for KEOPS or
Superdex
TM
75 column for Sua5 and bacterial proteins.
Fractions containing pure proteins were concentrated
and stored at 20C in LBf without b-mercaptoethanol
and 10% glycerol.
tRNA expression plasmid construction
P. abyssi (Pa) and E. coli (Ec) tRNA gene sequences PaVal
(GAC), PaLys (UUU), PaIle (GAU), PaAsn (GUU),
PaMet (CAU), EcVal (GAC), EcLys (UUU), EcIle
(GAU) and EcAsn (GUU) were retrieved from the
Genomic tRNA Database (http://gtrnadb.ucsc.edu/)
(25). Two complementary oligonucleotides corresponding
to the forward and reverse sequence of tRNA genes were
synthesized (IDT), annealed and cloned in a pBlue-Script
vector yielding pB-tRNA, to allow their expression under
the control of T5 promoter/lac operator sequence. All se-
quences are available on request.
tRNA production and puriﬁcation
XL1 Blue E. coli cells (Agilent Technologies) were trans-
formed with pB-tRNA, and tRNAs were overexpressed in
Overnight Express Instant TB medium (Novagen). After
centrifugation, total RNAs were extracted with Trizol
(Sigma) using the manufacturer’s procedure.
Run-off transcription of tRNA genes was per-
formed according to Mougin et al. (26): Pa_tRNALys
and Ec_tRNAAsn genes were cloned in pB-tRNA and
ampliﬁed by PCR using primers containing the sequence
of the T7 promoter upstream of the gene to be transcribed.
The transcription reaction was carried out in transcription
buffer supplemented with 200 nmol of each rNTP, 40 units
of RNasine (Thermo Scientiﬁc), 300 ng of PCR product
and 0.2 mM of his-T7 RNA polymerase expressed and
puriﬁed according to Arnaud et al. (27). Reaction
occurred at 37C for 4 h. Template DNA was then
digested with DNase I (Thermo Scientiﬁc) for 30min at
37C.
For puriﬁcation, RNAs were loaded on an 8M urea,
12% polyacrylamide gel, and the dominant band corres-
ponding to overexpressed tRNA was cut out. tRNA was
eluted from gel in elution buffer, precipitated and resus-
pended in water. To favour correct folding of tRNAs,
the solution was heated at 70C, cooled slowly to room
temperature and stored at 80C.
In vitro assay for the synthesis of t6A-modiﬁed tRNA
The reaction was performed in a ﬁnal volume of 50 ml
containing archaeal (1 mM or 5 mM for complementation
experiments), yeast (5 mM) or bacterial (5 mM) proteins,
tRNA (2mM) and 18.2mM 14C-L-threonine (0.05 mCi,
55Ci/mol, Hartmann Analytic) in reaction buffer. After
30-min incubation at 50C (or other incubation times
when indicated), macromolecules were precipitated by
the addition of 1ml of trichloroacetic acid 15% (TCA),
and incubated at 4C for 1 h. Precipitated material was
applied on pre-wet glass microﬁbre ﬁlters GF/F
(Whatmann) using vacuum apparatus (Millipore). Filters
were washed with 2ml of 5% TCA and 3ml of 95% EtOH
and dried. Radioactivity was recorded as average counts
per minute (CPM) for 2min, with a Packard liquid scin-
tillation analyser.
The amount of incorporated threonine was calculated
from a standard curve obtained with different concentra-
tions of 14C-L-threonine spotted on ﬁlters (1 pmol=102.8
CPM).
Yield was calculated as [CPM (assay)  CPM (back-
ground)/102.8]/(pmol tRNA) 100.
2D thin layer chromatography for detection of
t6A-modiﬁed nucleosides
tRNAs obtained after in vitro t6A reaction were extracted
with phenol/chloroform and ethanol precipitated.
The tRNA pellet was dissolved in 10 ml of 100mM
ammonium acetate supplemented with 1 mg of P1
nuclease from Penicillium citrinum (Sigma) and incubated
overnight at 37C. Digested tRNAs (2ml) were mixed with
20 mg of cold 50P-mononucleosides pA, pU, pG and pC
and spotted on a CEL-300 cellulose plate (Merck). 50P-
mononucleosides were separated using chromatographic
solvents A, B or C as previously described (28). First di-
mension chromatography was performed in solvent A,
and the second in solvent B or C. The positions of the
four major mononucleosides, pA, pG, pU and pC, were
revealed by UV shadowing. The position of t6A nucleoside
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carrying radiolabelled threonine was revealed by
phosphorimaging and compared with that of reference
maps obtained under identical experimental conditions.
ATP hydrolysis assay
ATP hydrolysis reactions were carried out in a ﬁnal
volume of 25 ml containing archaeal or yeast proteins
(2mM, if not otherwise speciﬁed) in reaction buffer, sup-
plemented with 100 mM of cold ATP and 1 mCi of
a-32P-ATP (PerkinElmer). When indicated, tRNA,
single- or double-strand random sequence RNA (1 mM)
and other amino acids (50 mM) were added to the reaction.
Reaction was performed at 50C during 30min, stopped
on ice, and 1 ml of the mix was spotted on a PEI cellulose
plate (Merck), pre-run in distilled water. Radioactive nu-
cleotides were separated by thin layer chromatography
(TLC) using 0.5M KH2PO3-, pH 3.5, as the solvent.
Plates were dried and revealed by phosphorimaging.
Electrophoretic mobility shift assay
The binding reactions were carried out in a ﬁnal volume of
20 ml containing 0.05 pmol (10 nM) of RNA probes and
puriﬁed PaKEOPS or PaSua5 (0.5 nM to 50 mM) in
binding buffer. Incubations were performed for 15min
at 4C, the products were loaded onto a 10%
non-denaturing acrylamide gel and electrophoresis was
performed in 1TGE buffer at 4C for 4 h at 7.5V/cm.
The RNA–protein complexes were visualized by autoradi-
ography and phosphorimaging.
RESULTS
P. abyssi KEOPS binds tightly to tRNAs
The whole PaKEOPS complex (Kae1, Bud32, Cgi121 and
Pcc1) was puriﬁed from an E. coli overproducing strain by
exploiting the polyhistidine tag of the Pcc1 subunit. The
complex eluted as a single peak with an apparent molecu-
lar mass of 200 kDa after gel ﬁltration (Supplementary
Figure S1A). The theoretical mass of PaKEOPS was
90.5 kDa; therefore, the apparent molecular mass of this
peak could correspond to a dimer, in agreement with the
3D structural model proposed previously (29).
Interestingly, PaKEOPS co-puriﬁed with nucleic acids
that were resistant to DNaseI digestion but sensitive to
RNaseA (not shown) and displayed a similar electrophor-
etic migration pattern as tRNAs isolated from E. coli
expression cells (Supplementary Figure S1B). These obser-
vations suggested that puriﬁed recombinant PaKEOPS
was bound to E. coli tRNAs. In contrast, recombinant
PaSua5 did not co-purify with nucleic acids.
Electrophoretic mobility shift assays of PaSua5 and
PaKEOPS in the presence of substrate, non-substrate
tRNA and random sequence 65mer RNA showed
binding of all RNAs only by PaKEOPS, whereas
PaSua5 did not bind tRNA even at a high protein to
tRNA molar ratio (Supplementary Figure S2). This sug-
gested that the discrimination between substrate and
non-substrate tRNAs occurs after the binding of tRNA
to the complex and that speciﬁc tRNA-like structural and
sequence features are not required for the binding of RNA
by KEOPS. Taken together, these observations suggested
that PaKEOPS might be mainly responsible for the
binding of tRNA substrates during t6A synthesis.
PaSua5 and PaKEOPS together catalyse the
biosynthesis of t6A
To determine whether PaSua5 and PaKEOPS were able to
catalyse the biosynthesis of t6A, we needed an appropriate
tRNA substrate lacking this modiﬁcation. We initially
anticipated that additional modiﬁcations might also be
important for the formation of t6A because a previous
in vivo study using Xenopus oocytes showed that t6A and
several nucleotide modiﬁcations (D47, m5C48, m1A58)
were formed almost simultaneously (30). To obtain
tRNA substrates that most closely satisﬁed these
criteria, we designed a recombinant strategy for tRNA
production in vivo using E. coli cells that overexpressed
various P. abyssi (Pa_tRNA) or E. coli (Ec_tRNA)
tRNA genes under the control of an inducible promoter.
Under these conditions, it is known that the resulting
overexpressed tRNA is often hypomodiﬁed, thus
generating a collection of so-called modivariants (RNA
molecules that differ only by their modiﬁed nucleoside
content) (31,32). Using this system, we typically
obtained a major band on denaturing acrylamide gel cor-
responding to overexpressed, possibly undermodiﬁed
tRNAs, species (Supplementary Figure S3A).
We incubated PaSua5 and PaKEOPS in presence of
ATP, Pa_tRNALys, carbonate and 14C-threonine, and
measured the incorporation of 14C-threonine into TCA-
precipitated material. We observed a signiﬁcant increase
of radioactivity when both PaSua5 and PaKEOPS were
present in the reaction mixture (Figure 2A). In contrast,
no incorporation was observed with PaSua5 or PaKEOPS
alone, indicating that both are necessary for the reaction
to take place. Notably, PaSua5 and PaKae1 together do
not catalyse the incorporation of threonine, indicating
that PaKae1 cannot substitute for PaKEOPS. Threonine
incorporation also required the addition of ATP and
tRNA but, surprisingly, not carbonate. We hypothesized
that carbonate was still present in the reaction mixtures
despite boiling and extensive degassing of reaction solu-
tions. For comparison, we performed the complete t6A
assay using E. coli proteins (as explained later). As
shown in Supplementary Figure S7C, added carbonate
had a stimulating effect on the E. coli system, indicating
that at least some of atmospheric carbonate was removed
from reaction solutions. Thus, it appears that archaeal
and also eukaryal systems (as explained later) function
at lower carbonate concentrations as compared with bac-
terial systems.
The optimal temperature for threonine incorporation
was 50C with 65% of activity still retained at 73C
(Supplementary Figure S3C). Because the optimal
growth temperature of P. abyssi GE5 is 96C, it is likely
that the reaction is limited by thermal denaturation of
tRNA in non-physiological in vitro conditions.
Importantly, the threonine incorporation test was
negative for non-ANN decoding tRNAVal from E. coli
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and P. abyssi, thus conﬁrming that only ANN-decoding
tRNA molecules are valid substrates. Moreover,
Ec_tRNAAsn failed to act as a substrate when adenosine
at position 37 was replaced by cytosine, showing that t6A
is speciﬁcally added on the adenosine 37.
The incorporation of threonine into tRNAs was con-
ﬁrmed by puriﬁcation of tRNAs after t6A reaction. As
expected, only tRNAs from the reaction containing
PaSua5 and PaKEOPS were radioactive (Supplementary
Figure S3B).
Finally, we performed 2D TLC to demonstrate that the
incorporation of threonine into tRNA corresponded to
t6A formation. For this, tRNAs were isolated from the
reaction mixture, hydrolysed to individual nucleotides
and separated by 2D TLC. The position of the radioactive
spot on the plate was reproducible and consistent with the
position of the t6A-modiﬁed nucleotide according to pre-
viously published reference maps (33) (Figure 2B).
Next, it was important to verify that the in vitro assay
we established can generate a signiﬁcant amount of
t6A-modiﬁed tRNA. Standard assay conditions yielded
25–32% of modiﬁed Pa_tRNALys (i.e. mole t6A37 per
mole of tRNA present in the incubation mixture). This
result indicated that the in vitro reaction could still be
optimized or that the enzymatic machinery may work
better in vivo under the physiological conditions of the
cell. To optimize the reaction, we added manganese
divalent ions, which were reported to be required for
optimal activity of Bud32 (34). Indeed, manganese had a
stimulating effect because we could increase the yield of
Figure 2. In vitro reconstitution of t6A-modiﬁed tRNAs. (A) Incorporation of radiolabelled threonine in tRNAs: reaction mixtures composed of the
reactants indicated under the graph were precipitated with TCA, and the amount of incorporated 14C-threonine was measured. The tRNA species
from P. abyssi (Pa) and E. coli (Ec) (puriﬁed from in vivo overexpression) are indicated. In one case, Kae1 was used instead of the whole KEOPS
complex. HCO3 was added (+) or not () to the reaction. Error bars indicate standard deviation from the mean obtained for three independent
experiments. (B) Detection of t6A-modiﬁed nucleotide using 2D TLC. Upper line shows chromatographic mobility in solvent system A+B, lower
line in solvent system A+C. Left panels: abundant, non-modiﬁed nucleotides were detected by ultraviolet (UV) shadowing. Centre panel:
14C-threonine incorporated in modiﬁed nucleotides was detected by phosphorimaging, and the positions of unmodiﬁed nucleotides were
superimposed by aligning with the UV image (white circles). Right panel: reference maps [from (28)] showing the theoretical position of t6A
nucleoside in both solvent systems. (C) Incorporation of radiolabelled threonine using different tRNA species as substrates. Legend is the same
as in (A); tRNAs were overexpressed in vivo, or produced in vitro when stated. fMet, bacterial initiator N-formyl-methionine; AsnC37 is Asn tRNA
where A37 was mutated into a cytosine; Sc tRNAs are tRNAs puriﬁed from a sua5 S. cerevisiae strain. The percentage indicated on top of each
bar is the yield of t6A-modiﬁed tRNA obtained for each reaction.
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the reaction to 50% for archaeal system and to 38%
for the S. cerevisiae system (as explained later)
(Supplementary Figure S5).
However, the yield reported is the lowest estimate for
our assay conditions because, as noted previously, it is
possible that a subpopulation of the in vivo produced
Pa_tRNAsLys already carried the t6A modiﬁcation. The
yield could not be improved by adding a fresh aliquot of
PaSua5 and PaKEOPS or ATP into the reaction mixture
(not shown), which indicated that the amount of substrate
tRNA was the limiting factor.
To further characterize the range of substrate tRNAs
used by PaKEOPS and PaSua5, we also tested
overexpressed E. coli tRNAs, total tRNAs isolated from
a S. cerevisiae Sua5 deletion mutant (19) and in vitro
transcribed tRNAs. All of these acted as equivalent sub-
strates (Figure 2C), demonstrating that (i) universally
conserved structural and/or sequence features of tRNAs
decoding ANN codons are recognized by PaKEOPS and
PaSua5; and (ii) presence of modiﬁed nucleotides on
ANN-decoding tRNA is not required for the t6A37 modi-
ﬁcation to take place.
Two distinct ATP-dependent reactions occur in the course
of t6A synthesis by PaSua5 and PaKEOPS
To investigate the ATP-dependent activation steps
undertaken by PaKEOPS and PaSua5, we assayed the
ATPase activity using a-32P-ATP and TLC to visualize
the resulting products (Figure 3A).
When all the proteins and substrates were put together
in a reaction that leads to t6A synthesis and under
saturating concentration of ATP, we observed that both
AMP and ADP were produced. The production of AMP
occurred when PaSua5 was present in the reaction mixture
alone. This activity was signiﬁcantly increased when threo-
nine and carbonate were added but did not require tRNA
(Figure 3A and Supplementary Figure S7A and S7B). In
contrast, PaSua5 activity was not stimulated by glycine,
phenylalanine and homoserine, an isomer of threonine
(Supplementary Figure S4B).
In contrast to PaSua5, incubation of PaKEOPS alone
with ATP generated ADP (Figure 3A). This basal activity
is detected in the absence of tRNA; however, the addition
of substrate tRNA or non-substrate Ec_tRNAAsn (C37)
and Pa_tRNAVal signiﬁcantly increased this activity
Figure 3. ATPase activity of Sua5 and KEOPS. (A) P. abyssi proteins and (B) S. cerevisiae proteins. Produced radiolabelled (a-32P) ADP and AMP
were separated by TLC and visualized by phosphorimaging. Presence (+) or absence () of different reactants in reaction mixtures is indicated.
Pa_tRNALys produced in overexpressing E. coli strain was used as a substrate.
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(Figure 3A and Supplementary Figure S4A). Notably,
such activation was not observed when tRNA was
replaced by random sequence 65mer DNA or RNA,
although this RNA was bound by KEOPS with an
afﬁnity similar to that observed for tRNA (see
Supplementary Figures S2C and S4A).
The KEOPS-dependent ATP hydrolysis into ADP
seems to be required for t6A synthesis because the t6A
reaction was completely inhibited when ATP was
replaced by AMP-PNP, an ATP analogue that can be
hydrolysed into AMP (data not shown).
Taken together, our data indicate that two distinct
ATP-dependent reactions, one generating AMP and
another generating ADP, are catalysed by PaSua5 and
PaKEOPS, respectively, in the course of t6A synthesis.
In vitro synthesis of t6A by Sua5 and KEOPS from
S. cerevisiae
The S. cerevisiae KEOPS (ScKEOPS) complex was
heterologously expressed and puriﬁed as previously
described (23). In contrast to PaKEOPS, ScKEOPS was
not associated with tRNAs when puriﬁed from E. coli cells
(not shown). Consistent with observations made for
PaSua5, the puriﬁed recombinant yeast homologue
ScSua5 did not co-purify with tRNA either.
To test whether ScSua5 and ScKEOPS could also
catalyse the biosynthesis of the t6A modiﬁcation, we
used the same experimental approach as for P. abyssi
proteins except that the assay was performed at 30C.
As for P. abyssi proteins, we observed the incorporation
of 14C-threonine into TCA-precipitated material, and 2D
TLC analysis conﬁrmed that t6A was formed (Figure 4B).
This reaction was ATP and tRNA dependent and required
the presence of ScSua5 and ScKEOPS. Similar as for the
P. abyssi system, the omission of carbonate did not have
an effect on the amount of incorporated threonine
(Supplementary Figure S7C). The amount of threonine
incorporation was similar for endogenous tRNAs and E.
coli tRNAs, indicating that, like P. abyssi proteins, the S.
cerevisiae proteins recognize features common to all
ANN-decoding tRNA molecules.
We next examined the ATPase activity of ScSua5 and
ScKEOPS using TLC (Figure 3B). We observed weak
ATPase activity of ScSua5 of which the product was
AMP. This activity was threonine dependent and carbon-
ate dependent (Supplementary Figure S7A and S7B) but
did not require tRNA, and addition of tRNA did not have
a stimulating effect. Thus, the ScSua5 behaved in the same
manner as the PaSua5. In contrast, the behaviour of
ScKEOPS was different from that of PaKEOPS because
we observed the production of ADP and AMP in a
tRNA-independent manner. Note, however, that we
cannot exclude a contaminating ATPase activity from
the E. coli expression strain.
Interdomain exchange of t6A machinery components
The similar behaviour of archaeal, yeast and bacterial t6A
machineries suggested that the function of KEOPS/
YgjD-YjeE-YeaZ (hereafter called DEZ) and Sua5/YrdC
has been conserved throughout evolution. To test this
hypothesis, we puriﬁed bacterial proteins and set up a
functional in vitro system to perform complementation
assays. We combined Sua5/YrdC proteins and KEOPS/
DEZ complexes. TCL analysis conﬁrmed that the mixed
systems produce t6A-modiﬁed tRNA (Supplementary
Figure S6). Remarkably, despite the non-optimal tem-
peratures used in the assays, the amount of t6A
produced by heterologous combinations was comparable
with the amount produced by the homologous systems
at the respective reaction temperatures (43C for Pa and
Ec proteins, and 35C for Sc proteins) (Figure 5). Lower
values were obtained in complementation with PaKEOPS,
owing to suboptimal temperatures because at 43C and
35C, PaKEOPS retains 40% and 25% of its activity
(Supplementary Figure S3C). Nevertheless, those values
were reproducible and are still fairly above the back-
ground signal. These results indicate that Sua5/YrdC
Figure 4. In vitro synthesis of t6A modiﬁcation using S. cerevisiae
KEOPS and Sua5 proteins. (A) Incorporation of radiolabelled threo-
nine in tRNAs: the amount of incorporated 14C-threonine was
measured as in Figure 2A. Total tRNAs were puriﬁed from a Sua5
strain; for comparison, in vitro transcribed E. coli tRNALys was used
when indicated. Error bars indicate standard deviation from the mean
obtained from three independent experiments. (B) Detection of
t6A-modiﬁed nucleotide using 2D TLC. The chromatography was
done as described in Figure 2B.
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and KEOPS/DEZ components can be exchanged, suggest-
ing that t6A-synthesizing machineries from the three
domains of life share a common catalytic mechanism.
DISCUSSION
Archaeal and eukaryal Sua5 and KEOPS together
catalyse the synthesis of t6A-modiﬁed tRNA
In the present study, we established an in vitro system for
enzymatic synthesis of a universal and essential t6A tRNA
modiﬁcation by archaeal and eukaryotic KEOPS and
Sua5 proteins. This work thus provides for the ﬁrst time
direct evidence for the biological function of KEOPS and
Sua5 in archaeal and eukaryotic cells and conﬁrms the
results of previous genetic and transcriptome studies in
S. cerevisiae and H. volcanii (13,14,19,20,21). In the light
of these ﬁndings, it is possible that the pleiotropic pheno-
types described for yeast KEOPS and Sua5 deletion
mutants (17,18,35) are indirect effects owing to the trans-
lational defects occurring in cells lacking t6A modiﬁcation.
This is well illustrated by a recent study that showed
that the diverse cellular dysfunctions linked to the devel-
opment of type 2 diabetes in mice can be attributed
to abnormal protein synthesis caused by the lack of
2-methylthio-N6-threonylcarbamoyladenosine (ms2t6A)-
modiﬁed tRNALys (36).
Puriﬁed proteins and a reconstituted in vitro system
allowed us to get the ﬁrst insights onto the structural
and mechanistic features of the t6A modiﬁcation process.
We made two important observations: ﬁrstly, PaKEOPS,
but not PaSua5, binds tRNA tightly; and secondly, the
reaction requires the hydrolysis of ATP into AMP by
Sua5 and the hydrolysis of ATP into ADP by KEOPS.
The KEOPS complex is a tRNA binding platform
PaKEOPS binds tRNA of E. coli in vivo and in vitro, and
this binding is strong because it is preserved throughout
the puriﬁcation process. It therefore seems plausible, sug-
gesting that the KEOPS complex is responsible for tRNA
binding in the course of the t6A synthesis. Interestingly,
PaKEOPS binds tRNA in a positive cooperative manner
(Supplementary Figure S2). It is unlikely that PaKEOPS
binds more than one molecule of tRNA simultaneously
because of the large size of tRNA. An alternative explan-
ation is that one tRNA molecule is bound by each sub-
unit of a PaKEOPS homodimer. We have previously
shown that Kae1 from P. abyssi binds DNA in vitro
(24). This suggested that Kae1 could have a general
afﬁnity for nucleic acids. Indeed, we could show using
electrophoretic mobility shift assays that puriﬁed P.
abyssi Kae1 can bind ssRNA and tRNA, albeit with
lower afﬁnity as compared with KEOPS (unpublished
data). This suggests that tRNA interacts with Kae1 in
the KEOPS/tRNA complex. However, because puriﬁed
Kae1 is not bound to E. coli tRNA, it is likely that
other proteins of the complex are also involved in tRNA
binding. Interestingly, the archaeal/eukaryal KEOPS and
bacterial t6A machinery can use as substrate tRNA from
the three domains of life. This again suggests that Kae1 is
directly involved in tRNA binding because it is the only
KEOPS protein with a bacterial homologue (YgjD). This
also indicates that universal structural and/or sequence
features of tRNA are recognized by all systems, suggesting
a similar mode of interaction between tRNA and the
proteins.
The catalytic mechanism for t6A synthesis seems to be
conserved in the three domains of life
It was suggested that t6A synthesis, which is a complex
modiﬁcation, required at least two ATP-dependent activa-
tion steps (37). In agreement with this proposal, Deutsch
et al. reported that both AMP and ADP were produced
when all four proteins of the bacterial system were mixed
(15). They observed that YrdC alone hydrolysed ATP into
AMP in a threonine-dependent reaction, and that YgjD,
YjeE and YeaZ (DEZ) generated ADP. These results were
conﬁrmed by a recent study that reconstituted in vitro the
t6A biosynthesis by B. subtilis proteins YwlC (YrdC),
YdiB (YjeE), YdiC (YeaZ) and YdiE (YgjD) (16). One
common point between the bacterial system and our
archaeal/eukaryal systems is the production of both
AMP and ADP in the reaction that generates
t6A-modiﬁed tRNA. The conservation of this feature
across the three domains of life corroborates the hypoth-
esis of at least two distinct ATP-dependent steps in the
course of t6A synthesis, suggesting a conserved catalytic
mechanism for the biosynthesis of t6A in nature, despite
the fact that some of the proteins are unrelated. The
second common point of all three systems is the carbonate
and threonine dependence of AMP generation by YrdC/
Sua5. This observation is in line with the universal char-
acter of these proteins and indicates that they perform the
same catalytic role in the three domains of life.
Figure 5. Functional complementations assays between bacterial,
archaeal and eukaryotic proteins. Complementations were tested
using PaKEOPS, ScKEOPS or EcDEZ combined with PaSua5,
ScSua5 or EcYgjD. Incorporation of radiolabelled threonine was
measured as in Figure 2A. Activities of archaeal (A), bacterial (B)
and eukaryotic (E) complexes were measured at 43C (A, B and A/
B) and 35C (E, B/E and A/E). The dotted line indicates the back-
ground level, obtained without ATP.
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The three systems diverge signiﬁcantly in terms of
complexes involved in the ADP-generating reaction step.
In Bacteria, this reaction is catalysed by DEZ, whereas it
is catalysed by KEOPS in Archaea and Eukarya. Kae1/
YgjD is the only common protein between these different
systems, suggesting that it might be responsible for this
activity.
Finally, using in vitro complementation experiments, we
have demonstrated that Sua5 can replace YrdC and vice
versa and that KEOPS is interchangeable with DEZ.
These data corroborate the notion of a common catalytic
mechanism for t6A synthesis catalysed by universal
proteins Sua5/YrdC and Kae1/YgjD.
A putative mechanism for t6A synthesis
The threonine-dependent hydrolysis of ATP into AMP
by Sua5 and YrdC suggests the formation of an adenyl-
ate reaction intermediate, such as threonylcarbamoy-
ladenylate. The fact that we do not directly observe
threonylcarbamoyladenylate is probably because of its
unstable nature under acidic conditions used for TLC
analysis. This intermediate was isolated using HPLC
under neutral pH conditions with B. subtilis YwlC
(YrdC), which catalysed the conversion of L-threonine,
bicarbonate/CO2 and ATP to give L-threonylcarbamoyl-
AMP intermediate and pyrophosphate as products (16).
Moreover, L-threonylcarbamoyl-AMP was found in the
3D crystal structure of Sua5 from Sulfolobus tokodaii,
and a recent study of TobZ protein also suggested a
putative model for t6A synthesis involving a threonylcar-
bamoyladenylate intermediate (38,39). This protein, which
synthesizes the antibiotic nebramycin, consists of two
domains homologous to YrdC and Kae1 fused into a
single polypeptide. In the proposed model for the
reaction catalysed by TobZ, the YrdC-like domain
catalyses the ATP-dependent formation of the carbamo-
yladenylate intermediate, followed by the transfer of the
carbamoyl moiety to tobramycin to form nebramycin with
concomitant release of AMP. This ﬁnal step is performed
by the Kae1-like domain of TobZ, which positions the
adenylate intermediate and the sugar substrate in the
correct orientation. By analogy, Parthier et al. (39) sug-
gested that Sua5 catalyses the formation of threonylcarba-
moyladenylate, which is then accommodated in the active
site of Kae1, together with the anticodon loop of tRNA,
to form t6A-modiﬁed tRNA. Our results are compatible
with this model. However, Parthier et al. further suggested
that N-carbamoylthreonine, the precursor for the synthe-
sis of the threonylcarbamoyladenylate intermediate,
is generated from bicarbonate and threonine by an
unknown enzymatic activity. Our data prove that it is
not the case because Sua5 and KEOPS are sufﬁcient to
synthesize t6A. Moreover, the observation that ATPase
activity of PaSua5 [and of YrdC and YwlC in bacterial
systems (15,16)] is carbonate and threonine dependent
strongly suggests the involvement of Sua5/YrdC in the
early steps of the catalysis, leading to the formation of
threonylcarbamoyladenylate. In addition, our data imply
that KEOPS is involved in the last step of the catalysis,
which requires the presence of tRNA. This is supported
by the ﬁnding that the reaction of tRNA with
L-threonylcarbamoyl-AMP can be catalysed by the
B. subtilis YdiB (YjeE), YdiC (YeaZ) and YdiE (YgjD)
complex in the absence of YwlC (YrdC) (16). Based on
these data and previous studies, we propose a novel mech-
anism for the synthesis of t6A (Figure 6). In the ﬁrst step,
bicarbonate is activated by Sua5/YrdC to carboxy-AMP
[1], which can then condense with the threonine to form
carbamoylthreonine [2]. Sua5/YrdC uses a second ATP to
activate this product and generates threonylcarbamoy-
ladenylate [3]. Finally, this intermediate is transferred to
Kae1/YgjD active site where second condensation
reaction occurs to form t6A-modiﬁed tRNA. This
proposal is compatible with the data reported by
Lauhon (16), but it is in disagreement with the work of
El Yacoubi et al. (14), who proposed the activation of
Figure 6. Proposed reaction scheme for t6A synthesis. Different catalytic steps are catalysed by proteins indicated above arrows. Activation of
bicarbonate to carboxy-AMP [1]; condensation of carboxy-AMP with threonine to form carbamoylthreonine [2]; activation of carbamoylthreonine to
threonylcarbamoyladenylate [3]; transfer of threonylcarbamoyladenylate to Kae1/YgjD active site where second condensation reaction occurs to form
t6A-modiﬁed tRNA [4]. The participation of Sua5 in the last catalytic step is currently unclear. Further details are in the text.
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bicarbonate to carboxyphosphate catalysed by Kae1. We
do observe generation of ADP by KEOPS, and this
activity is mandatory. However, KEOPS activity is sens-
ible to neither carbonate nor threonine, suggesting
strongly that the complex, and thus Kae1, is not
involved in early steps of catalysis. In favour of our
proposal, YrdC-homologous domain of TobZ protein
was shown to catalyse formation of carbamoyl-AMP, a
compound that is structurally reminiscent of
carboxy-AMP. Our model is compatible with the data
obtained for the bacterial t6A systems, and carboxy-
AMP was included in the proposed mechanism scheme
as an alternative to the formation of carboxyphosphate
(15). The present data do not allow assigning convincingly
the ADP-generating ATPase activity of KEOPS/DEZ to a
particular process. However, in archaeal system, we
observed that the active site responsible for ATP hydroly-
sis is not in a catalytically competent conformation until
tRNA is bound, indicating that a set of mutually induced
conformational changes occur between PaKEOPS
and tRNA.
Therefore, we propose that KEOPS and DEZ must
undergo conformational changes to attain a catalytically
relevant conformation and that ATP hydrolysis is needed
to compensate for the free energy cost of rearrangements.
Further experimental work is needed to verify this
hypothesis.
Possible role of archaeal Sua5 and KEOPS in the
synthesis of N6-hydroxynorvalylcarbamoyladenosine
(hn6A)
Two other modiﬁed adenosines occur at position 37 and
contain carbamoyl and amino acid moieties: N6-glycylcar-
bamoyladenosine (g6A) and N6-hydroxynorvalylcarba-
moyladenosine (hn6A) (3,40), but the enzymes catalysing
the synthesis of these modiﬁed nucleosides have not been
identiﬁed yet. g6A is present in certain cytoplasmic tRNAs
of eukaryotes, whereas hn6A is found in tRNAs of
Bacteria and Archaea (41). In agreement with this phylo-
genetic distribution, we found that PaSua5 hydrolyses
ATP to AMP in presence of hydroxynorvaline, but not
in presence of glycine (Supplementary Figure S4B). This
suggested that Sua5 proteins could be responsible for the
synthesis of the hydroxynorvalylcarbamoyladenylate and
that, together with KEOPS, they may be responsible for
the formation of hn6A in Archaea. Further experimental
work is needed to conﬁrm this hypothesis, which if true,
would extend the role of archaeal KEOPS and Sua5
proteins to the synthesis of another tRNA modiﬁcation.
Evolutionary implications
The present work and the previous work on bacterial
system (15) revealed that the universal proteins Sua5/
YrdC and Kae1/YgjD alone are not sufﬁcient to
perform t6A modiﬁcation but require two sets of non-uni-
versal proteins, one speciﬁc to Bacteria (YeaZ, YjeE) and
the other common to Archaea and Eukarya (Bud32,
Cgi121 and Pcc1). A similar situation is found in many
other fundamental molecular systems, e.g. translation ini-
tiation and transcription, in which a core of universally
conserved proteins is supplemented by factors speciﬁc for
Bacteria on one side and for Archaea/Eukarya on the
other. It is often argued that such a situation suggests a
simple LUCA [a progenote sensu (42) and subsequent in-
dependent reﬁnement of molecular processes (i.e. transla-
tion)] in Bacteria and in Archaea/Eukarya. In case of t6A,
it seems unlikely that LUCA lacked this modiﬁcation.
Indeed, several studies identiﬁed t6A as a part of a
minimal tRNA modiﬁcations set required for life (43–
45). Moreover, the genes responsible for the synthesis of
t6A are resistant to loss in insect symbionts and mollicutes
that have reduced genomes, suggesting that these genes
emerged early during cellular evolution, and once
acquired became essential for the cell (45,46). Finally, it
has been argued convincingly that t6A modiﬁcation is ne-
cessary for the accurate reading of the three letters genetic
code (7,8,19). Because this code is universal, it was likely
present in LUCA, and its accuracy was probably already
optimal (47).
If t6A was already present in LUCA, one should
imagine evolutionary scenarios to explain how an ances-
tral tRNA modiﬁcation mechanism evolved into two
distinct modern versions. The idea that these two
versions evolved from a common mechanism is supported
by the existence of two universal proteins in both versions,
by the universality of the two distinct ATP-dependent
steps and by the interdomain functional complementa-
tions. One possible scenario is that the core proteins
(Sua5/YrdC and Kae1/YgjD) are the remnants of an
ancient synthetase operating in LUCA, which could
have performed the complete reaction without accessory
proteins. After the separation of the three domains, add-
itional proteins were added independently in Bacteria and
in ancestors of Archaea and Eukarya to improve speed
and accuracy of protein translation in increasingly
complex cells. In this scenario, we propose that these
proteins were selected to provide additional surfaces for
tRNA binding. This suggestion ﬁts well with the observa-
tion that Kae1 alone binds tRNA less tightly as compared
with KEOPS (as explained previously). Alternatively,
LUCA might have possessed either DEZ or KEOPS to
work with the ancestor of Sua5/YrdC; later on, YeaZ
and YjeE were replaced by Bud32, Pcc1 and Cgi121 in
Archaea and Eukarya or vice versa, and KEOPS was
replaced by DEZ in Bacteria. Our complementation ex-
periments render this hypothesis plausible because we
show that both KEOPS and DEZ can complement
in vitro the Sua5/YrdC protein of the three different
domains, suggesting that such situation could have
happened in vivo in ancestors of modern organisms.
The study of t6A synthesis in mitochondria could con-
tribute to the comprehension of t6A machinery evolution.
Eukaryotic genomes encode mitochondrial homologue of
Kae1 called Qri7 in S. cerevisiae. Genetic data from two
independent studies indicated that S. cerevisiae Qri7 func-
tions in mitochondrial t6A synthesis. Interestingly, Sua5 is
required for both cytoplasmic and mitochondrial t6A syn-
thesis, indicating that it is imported into mitochondria
despite the lack of a recognizable import signal (14,20).
It remains to be investigated if Qri7 and Sua5 alone could
catalyse the formation of t6A-modiﬁed tRNA or if other
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proteins are required. In the case of the second hypothesis,
the proteins of KEOPS are the obvious candidates. The
ﬁrst hypothesis, if true, would substantially argue in
favour of the scenario in which the two universal
proteins formed the ancient t6A synthetic machinery.
In conclusion, this study established an in vitro system
for the synthesis of essential t6A tRNA modiﬁcation by
eukaryotic and archaeal t6A synthetases. Characterization
of these systems allowed us to propose a novel reaction
scheme for the synthesis of t6A. Our data suggest that the
catalytic mechanism for t6A synthesis is conserved in
nature. Our work paves the way for further mechanistic
and structural studies of these enzymatic complexes. The
full comprehension of how this ancient modiﬁcation is
synthesized should result in better understanding of evo-
lutionary mechanisms that contributed to increased trans-
lation efﬁciency and ﬁdelity in present day cells.
SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online:
Supplementary Figures 1–7, Supplementary Methods.
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Figure S1. Purification of P. abyssi KEOPS complex and Sua5. 
(A) Co-purification of KEOPS subunits. SDS-PAGE analysis of purified KEOPS from P. abyssi. The 
different subunits are indicated, along with their molecular mass. Only Pcc1 carries a C-terminal 
polyhistidine tag. Sua5 was purified independently and carried a C-terminal hexahistidine or Strep-tag. 
(B) Denaturing polyacrylamide gel analysis of nucleic acid bands co-purifying with PaKEOPS. (M), 
ssRNA size marker; (1), total RNAs extracted from E. coli strain used for expression of PaKEOPS; (2) 
RNAs co-purifying with KEOPS. The sizes in nucleotides and identity of the main bands are indicated 







Figure S2. Binding of PaKEOPS and PaSua5 to RNAs. 
Electromobility shift assays showing binding of PaKEOPS (left) or PaSua5 (right) to radiolabelled 
Ec_tRNA
Val
 (A - non ANN codon), Ec_tRNA
Asn 
(B – ANN codon). The concentration of proteins used 
(nM) in each reaction is indicated on top of each well. 
The percent of bound tRNA was plotted as a function of KEOPS concentration and the data were fitted 
using nonlinear regression least squares fit for one site specific binding model with Hill plot. The 
concentration of PaKEOPS at which 50 % of tRNA was bound is indicated.  
The data were best fitted (R
2
 > 0.99) using one site specific cooperative binding model, with the 
derived hill constant of 2.2±0.2 for tRNA
Asn
 and 1.53±0.12 for tRNA
Val
, indicating positive cooperativity 
for tRNA binding by KEOPS .The calculated dissociation constants were 342 ± 26 nM for tRNA
Val
 and 
356 ± 21 nM for tRNA
Asn
. 





Figure S3. Details of t6A in vitro reaction. 
(A) Heterologous expression and purification of Pa_tRNALys. The gene encoding Pa_tRNA
Lys
 was 
overexpressed in E. coli cells under the control of IPTG inducible promoter. Total RNA was isolated 
from induced cells (lane I) and non-induced control cells (lane C). The band corresponding to the 
purified Pa_tRNA
Lys
 (lane P).   
(B) ATP dependent incorporation of radiolabelled threonine into Pa_tRNA
Lys
. The runoff transcripts of 
Pa_tRNA
Lys
 (lane 1) were used as substrate for t
6
A assay in absence (lane 2) or presence (lane 3) of 
ATP. tRNA was subsequently isolated from the reaction mixture and separated on polyacrylamide gel 
4 
 
(left panel). The radioactivity was visualized by phosphorimaging. (M), ssRNA molecular size marker; 
sizes in nucleotides are indicated.  
(C) Formation of t
6
A by PaKEOPS and PaSua5 as a function of temperature. Incorporation of 
radioactive threonine in TCA precipitated material was measured at different temperatures. In control 
experiments PaSua5 and PaKEOPS (squares) or tRNA substrate (triangles) were omitted. Error bars 




Figure S4. Activation of KEOPS and Sua5 ATPase activity. 
(A) ATPase activity of PaKEOPS in presence of tRNA or random sequences. KEOPS was incubated 
with α-32P-ATP and different tRNAs or random sequence 65mer of single or double stranded RNA or 
DNA. The control experiment (-) was performed at 50°C but the RNA was omitted.  
(B) ATPase activity of PaSua5 in presence of different amino-acids. PaSua5 was incubated with α-32P-
ATP and different amino-acids as substrates, as indicated above each reaction. 3H2UBA is 3-
Hydroxy-2-ureido-butyric acid. The control experiments were performed with tRNA (tRNA), without any 
substrate (4°C), or with PaKEOPS incubated with tRNA to locate ADP on the plate (KEOPS). Below, 




Figure S5. Effect of manganese ions on t6A synthesis. 
t
6
A assay was performed in presence or absence of manganese divalent ions for P. abyssi, S. 
cerevisiae and E. coli systems and the incorporation of radioactive threonine in TCA precipitated 
material was measured as described in materials and methods. Ec_tRNAAsn produced in vitro was 





Figure S6. 2D TLC analysis of t6A assay performed with archaeal (A) and mixed 
bacterial/archaeal system (B). 
Upper line shows chromatographic mobility in solvent system A+B, lower line in solvent system A+C. 
Left panels: abundant, non-modified nucleotides were detected by UV shadowing. Center panel: 
14
C-
threonine incorporated in modified nucleotides was detected by phosphorimaging, and the positions of 
unmodified nucleotides were superimposed by aligning with the UV image (white circles). Right panel: 
reference maps (from (1)) showing the theoretical position of t
6
A nucleoside in both solvent systems. 
t
6
A assay was performed at 50 °C for archaeal system or at 43°C for mixed system obtained by 
combining E. coli DEZ proteins and P. abyssi Sua5. Ec_tRNALys produced in overexpressing E. coli 





Figure S7. Effect of carbonate on t6A synthesis. 
(A) Effect of carbonate on ATPase activity of PaSua5, ScSua5 and EcYrdC proteins. Produced 
radiolabelled (α-32P) ADP and AMP were separated by TLC and visualised by phosphorimaging. The 
final concentration of added carbonate is indicated above each well. Pa_tRNALys produced in 
overexpressing E. coli strain was used as a substrate. 
(B) ATPase activity of PaSua5, ScSua5 and EcYrdC proteins as a function of added carbonate 
concentration. The radioactive spots corresponding to AMP shown in part (A) were quantified using 
ImageQuant. Incubation time and temperature for each protein are indicated. The protein 
concentrations used were as follows: 0.5 µM for PaSua5, 5 µM for ScSua5 and EcYrdC.  
(C) Effect of carbonate on total reaction leading to t
6
A synthesis. Threonine incorporation in TCA 
precipitated material was measured at different concentration of added carbonate using P. abyssi, S. 








Lysis Buffer (LBf): 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoethanol, 10mM 
imidazole, 5% glycerol 
Transcription Buffer (TBf): 40 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM MgCl2, 5 mM DTT, 1 mM spermidine, 
0,01 % triton and 80 mg/mL PEG 8000 supplemented with 200 nmol of each rNTP, 40 U of RNasine 
(Thermo Scientific), 300 ng of PCR product and 0.2 µM of his-T7 RNA polymerase expressed and 
purified according to (2). 
Elution Buffer (EB) : 0,1% SDS, 0.5 M NH4Ac, 10 mM MgAc, 1 mM EDTA 
Reaction Buffer (RB): 50 mM Tris-HCl pH8, 35 mM KCl, 10 mM MgCl2 and 1 mM MnCl2, 5 mM DTT, 
1 mM ATP, 10 mM NaHCO3
-
.  
Chromatography solvents (1): 
Solvent A: isobutyric acid/concentrated ammonia/water; 66:1:33 [v/v/v] 
Solvent B: phosphate buffer/ammonium sulfate/n-propanol; 100:60:2 [v/w/v] 
Solvent C: isopropanol/concentrated HCl/water; 68:18:14 [v/v/v] 
Binding Buffer (BB) : 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 1mM DTT 
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FIGURE I-1 : Etude des domaines N et C terminaux de Sua5 (suite de la légende page 
suivante) 
A. Représentation schématique des domaines protéiques de la protéine Sua5 de Pyrococcus abyssi 
Les protéines Sua5ΔCter et Sua5ΔNter indiquées, correspondant respectivement aux domaines YRDC et SUA5, ont 




Résultats complémentaires : 
Les résultats présentés par la suite accompagnent et complètent les travaux 
précédents. Ils n’ont pas été inclus dans la publication présentée car ils constituent des 
données préliminaires, mais ils fournissent des pistes intéressantes dans la compréhension 
de la machinerie de synthèse de t6A chez Pyrococcus abyssi. 
Rôle du domaine C-terminale de Sua5 : 
Nous avons montré que la protéine Sua5 de P.abyssi est indispensable à la 
biosynthèse de t6A, et que les orthologues de S.cerevisiae et E.coli présentent des activités 
semblables et sont interchangeables. Or, les protéines Sua5 de P.abyssi et de S.cerevisiae 
présentent un domaine C-terminal d’environ 100  acides aminés (annoté « SUA5 ») que ne 
possède pas l’orthologue YrdC de E.coli (FIGURE I-1-A). Ce domaine C-terminal est lié au 
domaine YrdC par un linker d’environ 20 résidus.  Afin de savoir si la présence de domaine 
spécifique est nécessaire à l’activité de la protéine Sua5 chez P.abyssi, nous avons alors 
exprimé séparément le domaine N-terminal (YrdC) et le domaine C-terminal (SUA5), chacun 
étant fusionné avec une étiquette StrepTag-II en position C-terminale. Ces deux protéines, 
appelées respectivement Sua5ΔCter et Sua5ΔNter, ont pu être sur-exprimées chez E.coli. 
Après la lyse cellulaire, nous avons observé que Sua5ΔCter se retrouve en majorité dans la 
fraction insoluble du lysat cellulaire, alors que Sua5ΔNter se retrouve à la fois dans les 
fractions solubles et insolubles en quantité approximativement égale, (FIGURE I-1B), 
comme la protéine complète Sua5. Cela suggère que le domaine C-terminale pourrait jouer 
un rôle dans la solubilisation du domaine N terminale. Nous avons néanmoins réussi à 
purifier jusqu’à homogénéité chacun de ces deux domaines par chromatographie d’affinité 
suivie d’une filtration sur gel (FIGURE I-1B). 
La protéine Sua5ΔCter, correspondant au domaine catalytique YrdC, n’est plus 
capable de catalyser la biosynthèse de t6A en présence de KEOPS. L’ajout de Sua5ΔNter à la 
réaction n’a aucun effet (non montré). De même, les deux protéines séparées ou combinées 
ne présentent pas d’activité d’hydrolyse de l’ATP en AMP, contrairement à la protéine 
entière Sua5 (non montré). Nous avons alors voulu vérifier si les deux domaines purifiés 
séparément étaient capables d’interagir. Nous avons incubé les protéines Sua5ΔCter et 



























FIGURE I-1 : suite de la légende (p172) 
B. Expression et purification des protéines tronquées Sua5ΔCter et Sua5ΔNter 
Les protéines Sua5ΔCter et Sua5ΔNter ont été sur-exprimées dans une souche Escherichia coli Rosetta2(DE3)pLysS en condition inductrice (I). En 
parallèle, une culture identique a été réalisée en condition non inductrice (NI). Après lyse des cellules, l’extrait cellulaire total a été centrifugé à 10.000g 
pendant 30mn pour séparer la fraction insoluble de la fraction soluble. Pour chacune des protéines, les différentes fractions ont été analysées en SDS 
PAGE. Les étoiles rouges et vertes indiquent la présence des protéines recombinantes. La fraction soluble contenant chacune des protéines a été 
purifiée selon le matériel et méthode, puis les protéines purifiées (2µL) ont été analysées par SDS PAGE. 
C. Distribution du domaine SUA5-Cterminal chez les Archées selon l’arbre phylogénétique 
L’arbre phylogénétique des Archées représenté est basé sur l’analyse des protéines ribosomales (Brochier et al. 2008). L’orthologue de Sua5 pour 
chaque espèce représentative a été identifié par Blastp, et a été représenté en face de chaque branche. Le rectangle rose correspond au domaine YrdC, 
le rectangle vert correspond au domaine SUA5. Lorsque toutes les espèces d’un même phylum présentent un orthologue similaire (YrdC seul ou YrdC-
Sua5), celui-ci a été représenté sous le nom du phylum correspondant  
D. Distribution du domaine SUA5-Cterminal chez les Eucaryotes 
La distribution du domaine SUA5 (PF03481) chez les Eucaryotes a été déterminée par la banque de données protéiques Pfam version 27.1 for PF03481. 
Les différents niveaux de classification ont été simplifiés pour plus de clarté. Le phylum des Fungi a été mis en évidence en marron. Les espèces parasites 
de l’Homme et des mammifères sont indiquées en rouge. Le nombre entre parenthèse à côté de chaque groupe correspond au nombre d’espèces 
présentant un exemplaire du domaine SUA5. 
 
FIGURE I-2 : Retard sur gel des ARNt par KEOPS en présence de Sua5 
A. Fixation de KEOPS à l’ARNt. 
Une concentration fixe (10nm) d’ARNt Lys(UUU) de P.abyssi sur-exprimés in vivo et radiomarqué a été incubée en présence 
de différentes concentrations de complexe KEOPS, dans un tampon TrisHCl 50mM, pH8, NaCl 100mM, glycérol 5%, MgCl 
5mM. Les complexes nucléo-protéiques ont été séparés par électrophorèse sur gel d’acrylamide 6% en condition native. La 
concentration de KEOPS est indiquée en nM. 
B. Fixation de KEOPS à l’ARNt en présence de Sua5 
La colonne au centre est une condition contrôle en l’absence de KEOPS et en présence de 5µM de Sua5. Dans l’encart de 
droite, une concentration fixe d’ARNt (10nM) et de KEOPS (500nM) ont été incubés en présence de différentes 
concentrations de Sua5 (indiqué en rose, en nM). 
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mélange a été séparé par filtration sur gel. Dans tous les cas, les deux domaines éluent sous 
la forme de deux pics séparés, indiquant qu’aucune interaction n’intervient dans les 
conditions testées (non montré). 
Enfin, nous avons analysé la distribution de ce domaine SUA5 chez les Archées  et 
chez les Eucaryotes en consultant les banques de données protéiques (PFAM). Ce domaine 
est retrouvé  uniquement en position C-terminal du domaine YrdC, et nous n’avons pas 
détecté ce domaine de manière isolée ou fusionné à d’autres protéines. Ce domaine n’est 
présent que chez certains groupes d’Archées et sa distribution ne suit pas la phylogénie 
établie (FIGURE I-1C). Chez les Eucaryotes (FIGURE I-1C), ce domaine n’est également 
présent que chez certaines espèces. Sur les 192 espèces Eucaryotes où l’on retrouve ce 
domaine, la majorité fait partie des Fungi (143), dont S.cerevisiae. De manière intéressante, 
de très nombreux Eucaryotes unicellulaires parasites de l’Homme ou des mammifères (en 
rouge) présentent ce domaine, dont Trypanosoma (responsable de la maladie du sommeil), 
Plasmodium (responsable du paludisme) et Leishmania (agent de la leishmaniose). 
 
Une interaction directe entre Sua5 et KEOPS? 
Le complexe KEOPS constituant avec Sua5 l’autre élément nécessaire à la biosynthèse 
de t6A, nous avons cherché à mettre en évidence une interaction directe entre ces deux 
composants. Nous avons purifié la protéine Sua5 sous forme d’une protéine recombinante 
portant une étiquette StrepTag-II en position C-terminale. Nous avons alors testé 
l’interaction entre Sua5 et le complexe KEOPS (dont la protéine Pcc1 porte une étiquette 
hexhistidine), et entre Sua5 et la protéine Kae1-(His) par purification d’affinité et par 
filtration sur gel. Après incubation de ces protéines dans différentes conditions (incubation à 
diverses températures, en présence des différents substrats de la réaction t6A), nous n’avons 
pas pu mettre en évidence d’interaction entre Sua5 et Kae1 ou entre Sua5 et KEOPS (non 
montré). 
N’ayant pu obtenir d’interaction physique entre Sua5 et KEOPS par ces méthodes, nous 
avons tenté de déterminer si l’ARNt pourrait constituer une plate-forme d’interaction entre 
ces deux composants. En effet, nous avons montré précédemment que KEOPS se lie aux 
ARNt et provoque un retard de migration sur gel (FIGURE I-2A), indiquant la formation d’un 

























FIGURE I-3 : Suivi parallèle de l’activité ATPase par l’utilisation d’ATP[αP32] et d’ATP[γP32] 
Les différents composants (indiqués par +/-) ont été incubés pendant 30mn à 55°C en présence d’ATP froid (100µM) 
supplémenté d’ATP radioactif (1µCi), dans le tampon utilisé pour la réaction de synthèse de t6A (HEPES 50mM, pH8, 
KCl 35mM, MgCl2 5mM, MnCl2 1mM), puis 1µL de la réaction a été déposé sur une plaque PEI-cellulose. Les produits 
d’hydrolyse de l’ATP ont été séparés en chromatographie sur couche mince (CCM) dans un solvant LiCl 0,5M, acide 
formique 1M, sur une distance de migration de 10cm. La radioactivité a été révélée par phosphorimaging. 
Concentration des composants : KEOPS 1µM, Sua5 4µM, ARNt
Lys(UUU)
E.coli 12µM, L-thréonine 100µM, 
NaCO3=carbonate 5mM. 
La  position du phosphate radioactif a été représentée en orange sur la structure chimique de l’ATP pour les deux 
expériences (A et B) menées en parallèle dans les mêmes conditions. La position des différentes molécules est 
indiquée sur la gauche de chaque encart. ori= zone de dépôt. Une étoile rouge indique les molécules radioactives 
provenant de l’hydrolyse directe de l’ATP. 
A. Suivi des produits d’hydrolyse de l’ATP
[αP32]
 
B. Suivi des produits d’hydrolyse de l’ATP
[γP32]
 
C. Analyse des réactions B.2 à 6 sur une distance de migration de 20cm. 




propriété. La formation d’un éventuel complexe Sua5-ARNt-KEOPS a été testée par retard 
sur gel. En fixant la concentration de KEOPS à une valeur intermédiaire permettant un retard 
des ARNt, nous avons ajouté une quantité croissante de la protéine Sua5 (FIGURE I-2B). La 
présence de la protéine ne provoque pas de retard ou d’apparition de bandes retardées 
supplémentaires, suggérant qu’aucune interaction stable n’advient dans ces conditions. 
 Ces différentes données suggèrent que l’interaction directe entre KEOPS et Sua5, si elle 
existe, doit être transitoire et indétectable par ces différentes méthodes. 
 
Suivi de l’activité d’hydrolyse d’ATP par Sua5 et KEOPS 
Le clivage d’une molécule d’adénosine triphosphate (ATP) peut aboutir à la formation 
de plusieurs produits différents en fonction de la position de la liaison rompue. D’une part, 
un clivage entre le phosphate β et le phosphate α conduit à la formation d’adénosine 
monophosphate (AMP) et d’une molécule de pyrophosphate inorganique (PPi) ; d’autre part, 
un clivage entre le phosphate γ et le phosphate β conduit à la formation d’adénosine-
diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi). Ce dernier peut être libéré en solution 
ou être greffé sur un substrat, on parle alors d’activité kinase ou phosphotransférase. 
L’utilisation d’ATP radiomarqué au niveau du phosphate α (ATP[P32α]) nous a permis 
précédemment de mettre en évidence la formation d’AMP par la protéine Sua5 et d’ADP par 
le complexe KEOPS dans la condition de biosynthèse de t6A (FIGURE I-3A). Nous avons donc 
également suivi ces activités en utilisant de l’ATP radiomarqué au niveau du phosphate γ 
(ATP[P32γ]), afin de suivre l’apparition éventuelle de PPi et de Pi (FIGURE I-3B). 
En l’absence d’ARNt, la présence du complexe KEOPS est associée à une faible 
production d’ADP (dépôt A-1), ainsi qu’à une faible production de Pi (dépôt B-1). La présence 
d’ARNt induit une forte production d’ADP (dépôt A-2), associée à une production équivalente 
de Pi libre (dépôt B-2). Ainsi, le Pi issu du clivage de l’ATP par KEOPS est libéré en solution. 
La protéine Sua5 présente une production d’AMP fortement stimulée par la présence 
de carbonate et de thréonine (dépôts A-3,4,5). Le PPi possédant des propriétés de migration 
très proches de l’ATP, ces deux molécules sont difficilement distinguables par 
chromatographie sur couche mince (dépôts B-3,4,5). Nous avons donc augmenté la distance 
de migration totale de la chromatographie afin d’augmenter la distance de séparation entre 


























FIGURE I-4 : Etude de la formation de novo d’ADP radioactif  




A. Suivi des produits radioactifs en présence des différents composants de la biosynthèse de t6A.  
Le suivi des produits radioactifs a été réalisé selon les conditions de la Figure I-3B, en présence ou en absence (+/-) 
des différents composants (ici, [KEOPS]= 1,5µM, les autres concentrations sont identiques).  
B. Détermination du rôle de Sua5 dans la synthèse d’ADP de novo 
Un milieu réactionnel identique à la Figure I-3 a été additionné de 1,5µM de KEOPS, 12µM d’ARNt, et incubé 
pendant 30mn à 55°C. Les protéines ont été alors dénaturées par incubation à 100°C pendant 20mn. Le précipité 
observé à été éliminé du milieu réactionnel par centrifugation. Le surnageant (5) a été additionné de 7µM de Sua5 
(6, 7, 8, 9) de thréonine et carbonate (7), d’AMP (8), ou d’ATP (9) froid à 10µM, puis incubé à nouveau 30mn à 55°C. 
Les produits radioactifs ont été séparés par CCM et révélés en phosphorimaging. 
C. Détermination du rôle de KEOPS dans la synthèse d’ADP de novo. 
Un milieu réactionnel identique à la Figure I-3 a été additionné de 1,5µM de KEOPS, 12µM d’ARNt (10, 11, 12, 13), 
d’AMP froid à 100µM (11), de thréonine et carbonate (12, 13), et de 4µM de Sua5 (13), puis incubé 30min à 55°C. 





et on constate une production de PPi associée à la présence de Sua5. Ainsi, la protéine Sua5 
présente une activité d’hydrolyse de l’ATP produisant de l’AMP et du PPi libéré en solution. 
Lorsque tous les composants nécessaires à la biosynthèse de t6A sont réunis, on 
constate une consommation de la totalité de l’ATP sous la forme d’AMP, d’ADP (dépôt A-6) et 
PPi et de Pi (dépôt B-6), correspondant à la superposition des deux activités ATPase de KEOPS 
et de Sua5 (dépôts A-2+A-5 et B-2+B-5).  De manière surprenante, dans ces conditions et en 
utilisant de l’ATP[P32γ], on constate l’apparition d’un « spot » radioactif correspondant à de 
l’ADP (dépôts B-6). Or, seul le phosphate terminal de l’ATP est radiomarqué dans cette 
expérience : la présence d’ADP radiomarqué implique une formation de novo de cette 
molécule, probablement à partir d’une molécule d’AMP et d’un Pi radioactif libre. 
 
Origine de la synthèse de novo d’ADP radioactif 
Afin de comprendre les modalités de formation de cet ADP, nous avons dans un 
premier temps incubé ensemble la protéine Sua5 et le complexe KEOPS en l’absence de 
leurs substrats respectifs (FIGURE I-4A). On constate alors la formation d’ADP radioactif en 
faible quantité (dépôt 2). Lorsque l’activité de KEOPS est stimulée par l’ajout d’ARNt mais que 
Sua5 n’est pas stimulée, l’intensité du spot d’ADP diminue mais reste toujours détectable 
(dépôt 3). Au bilan, il apparait que la production de cet ADP requiert l’activation simultanée 
de la protéine Sua5 et du complexe KEOPS (dépôt 4). Nous avons alors tenté de déterminer 
quel composant était responsable de cette activité. 
 Le complexe KEOPS a été incubé en présence d’ARNt et d’ATP[P32γ] à 50°C, 
permettant l’hydrolyse de ce nucléotide, puis les protéines ont été dénaturées par chauffage 
à 100°C pendant 20mn, et éliminées par centrifugation. La totalité de la radioactivité est 
alors présente sous forme de Pi libre dans le surnageant (dépôt 5). Nous avons alors incubé 
ce surnageant avec la protéine Sua5 (dépôt 6), en présence de thréonine et de carbonate 
(dépôt 7), et en ajoutant de l’AMP  non radioactif (dépôt 8) ou de l’ATP non radioactif (dépôt 
9). Dans aucun des cas nous n’avons pu observer l’apparition d’ADP radioactif, suggérant 



























FIGURE I-5 : Effet du MnCl2 (manganèse) sur les activités de KEOPS et Sua5 
A. Effet du manganèse sur l’activité de synthèse de t6A. 
La réaction a été réalisée selon le protocole décrit dans le Matériel et Méthodes (volume final 50µL). L’ARNt
Lys(UUU) 
E.coli est à 
une concentration de 1,6µM (80pmol), KEOPS à 1µM, Sua5 à 2µM. 
1. Suivi temporel de l’incorporation de 
C14
L-thréonine en présence (1mM, en rose) et en l’absence (en bleu) de MnCl2. A un 
temps de 40min, une quantité additionnelle de KEOPS, Sua5 et ATP ont été ajouté au mélange réactionnel. Le rendement a été 
calculé à l’issue de la réaction, selon la formule (pmol thréonine/pmol d’ARNt)*100. Le kcat de la réaction a été calculé en 
approximant la pente de la partie linéaire des courbes entre 0 et 5min (pmol thréonine/min) divisé par la quantité d’enzyme 
(considéré à 1µM= 50pmol) 
2. Mesure de la quantité de thréonine incorporée en 30mn selon différentes concentrations de MnCl2. Les conditions sont 




Nous avons également incubé le complexe KEOPS en présence d’ARNt, d’ATP[P32γ] 
(dépôt 10), en ajoutant de l’AMP non radiomarqué (dépôt 11). Dans ce dernier cas, on 
observe la présence d’un spot d’ADP radioactif. Cela suggère que le complexe KEOPS est 
responsable de la production d’ADP radioactif de novo observée précédemment. Cependant, 
l’intensité de ce spot n’est pas aussi intense qu’en présence de Sua5 (dépôt 13), indiquant 
que cette protéine pourrait produire un composé utilisé par KEOPS pour produire cet ADP 
radioactif avec le Pi produit dans le milieu. 
 
Effet du manganèse sur la machinerie de t6A : 
Lors de la mise en place du système de biosynthèse in vitro de t6A, nous avons observé 
que l’addition de manganèse au milieu réactionnel (en plus du magnésium déjà présent) 
stimule la réaction catalysée par la protéine Sua5 et le complexe KEOPS et permet 
d’augmenter le rendement. Nous avons donc tenté de déterminer plus précisément l’effet 
de ce métal. Il est à noter que dans toutes les expériences décrites par la suite, une 
concentration constante de 5mM de MgCl2 est présente dans le milieu réactionnel. 
 Nous avons dans un premier temps  réalisé un suivi temporel de la production de t6A en 
l’absence et en présence de manganèse (Figure I-5-A1). La partie linéaire des courbes 
obtenues, entre 0 et 10mn, montre que la présence de 1mM de manganèse augmente la 
vitesse initiale de réaction d’un facteur deux. En se basant sur la concentration du complexe 
KEOPS (limitant par rapport à Sua5) on peut déduire très approximativement que le turn-
over du système (Sua5+KEOPS)  est de kcat=0,1min
-1 avec manganèse et kcat=0,05min
-1 en 
l’absence de manganèse. 
 
Nous avons également suivi la production de t6A après 30mn (une fois le plateau atteint) 
à différentes concentrations de manganèse. (Figure I-5A-2). Quelle que soit la concentration 
testée, la production de t6A est stimulée par l’addition de cet ion, avec un optimum à 100µM 
de MgCl2. Au-delà de cette concentration, l’effet stimulateur diminue. 
Afin de comprendre à quel niveau agit le manganèse, nous avons ensuite étudié son effet 
sur l’activité ATPase de Sua5 et du complexe KEOPS en suivant la production respective 




























FIGURE I-5 : suite de la légende p184 
 
A. Effet du manganèse sur l’activité de synthèse de t6A. 
La réaction a été réalisée selon le protocole décrit dans le Matériel et Méthodes (volume final 50µL). L’ARNt
Lys(UUU) 
E.coli 
est à une concentration de 1,6µM (80pmol), KEOPS à 1µM, Sua5 à 2µM. 
1. Suivi temporel de l’incorporation de 
C14
L-thréonine en présence (1mM, en rose) et en l’absence (en bleu) de MnCl2. A un 
temps de 40min, une quantité additionnelle de KEOPS, Sua5 et ATP ont été ajoutée au mélange réactionnel. Le rendement 
a été calculé à l’issue de la réaction, selon la formule (pmol thréonine/pmol d’ARNt)*100. Le kcat de la réaction a été 
calculé en approximant la pente de la partie linéaire des courbes entre 0 et 5min (pmol thréonine/min) divisé par la 
quantité d’enzyme (considéré à 1µM= 50pmol) 
2. Mesure de la quantité de thréonine incorporée en 30mn selon différentes concentrations de MnCl2. Les conditions sont 
identiques à A.1. ctrl- correspond à l’absence de KEOPS dans le milieu réactionnel. 
 
B. Activité ATPase de Sua5 en fonction de la concentration de MnCl2 
Le suivi de la formation de l’AMP a été réalisé dans les conditions de la Figure I-3. La protéine Sua5 est à une 
concentration de 3µM, thréonine 100µM, carbonate 5mM, ATP 100µM+1µCi ATP[aP32]. La réaction a été stoppée à 
10min. ctrl= absence de Sua5. La quantité relative d’ATP et d’AMP a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageQuant. 
 
C. Activité ATPase de KEOPS en fonction de la concentration en MnCl2 
Le suivi de la formation de l’ADP + Pi a été réalisé dans les conditions de la Figure I-3. Le complexe KEOPS est à une 
concentration de 1µM, l’ARNt 5µM, ATP 100µM+1µCi ATP[yP32] (à gauche) ou ATP[aP32] à droite. ctrl= absence de 
KEOPS. La réaction a été stoppée à 10min. La quantité relative d’ATP, de Pi et d’AMP a été quantifiée à l’aide du logiciel 
ImageQuant. 
 
D. Fixation de l’ARNt par KEOPS en retard sur gel en fonction de la concentration en MnCl2 
Le protocole de retard sur gel est identique à celui utilisé dans la Figure I-2. L’ARNt utilisé comme sonde est un ARNt
Lys(UUU) 
transcrit in vitro, à une concentration de 10nM. Le complexe KEOPS est à une concentration fixe de 250nM. La 





Dans le cas de la protéine Sua5 (FIGURE I-5B), aucun effet n’est détectable à 10µM ou 
100µM de manganèse. En revanche, une concentration égale ou supérieure à 1mM stimule 
jusqu’à 4 fois la production d’AMP par Sua5. Cependant, cet optimum ne correspond pas à la 
concentration optimale observée pour la réaction t6A (100µM). Dans le cas du complexe 
KEOPS (FIGURE I-5C) on constate au contraire une inhibition de l’activité ATPase en 
présence de manganèse. A des concentrations de 5 et 10 mM, l’activité est diminuée d’un 
facteur 4. 
 
Enfin, le manganèse étant un ion divalent pouvant intervenir dans l’interaction 
intermoléculaire entre acide nucléique et protéine, nous avons également étudié l’effet du 
manganèse sur la fixation des ARNt par le complexe KEOPS en retard sur gel (FIGURE I-5D) 
Une concentration fixe de KEOPS et d’ARNt radiomarqués a été incubée sur glace, pendant 
15mn,  en présence de différentes concentrations de manganèse, puis les complexes nucléo-
protéiques ont été séparés sur gel de polyacrylamide en condition native. De 0 à 1mM, 
l’addition de manganèse n’a pas d’effet détectable. En revanche, à 5mM et 10mM de 
manganèse, c'est-à-dire aux concentrations où l’activité ATPase du complexe KEOPS est la 
plus fortement inhibée, on constate une forte perturbation de migration correspondant à 
une agrégation de complexes nucléoprotéiques au niveau des puits du gel. Ainsi, cela 
suggère que l’inhibition de l’activité d’hydrolyse de l’ATP causée par le manganèse pourrait 
être causée par une perturbation structurale au niveau de l’interaction entre le complexe 



































FIGURE I-6 : Fixation de l’ARNt par KEOPS en présence de différents nucléotides 
 
Le protocole de retard sur gel est identique à celui utilisé dans la Figure I-5-D. 
La concentration du complexe KEOPS est indiquée en haut du gel pour chaque réaction, en nM. Une quantité de 
1mM de chacun des nucléotides a été ajoutée, et le mélange a été incubé à 55°C pendant 15mn avant séparation 




Rôle de l’hydrolyse de l’ATP sur la fixation aux ARNt: 
Sachant donc que l’activité d’hydrolyse de l’ATP par le complexe KEOPS requiert la 
présence d’ARNt dans le milieu réactionnel, et probablement d’une fixation directe comme 
le montre l’observation précédente, nous avons alors cherché à savoir si, en retour, 
l’hydrolyse de l’ATP modifie les capacités de fixation aux ARNt du complexe KEOPS. 
Nous avons incubé différentes concentrations de complexe KEOPS avec un ARNt 
radiomarqué, en présence respectivement de 1mM d’ATP, d’AMPPNP (un analogue non 
hydrolysable de l’ATP), d’ADP et d’AMP ou en l’absence de nucléotide, dans les conditions 
utilisées pour le suivi de l’activité ATPase (incubation à 55°C). Au bout de 15mn, les réactions 
ont été stoppées sur glace et les complexes nucléo-protéiques ont été séparés sur gel de 
polyacrylamide en condition native (FIGURE I-6) 
On constate que la présence d’ATP semble diminuer légèrement la fixation du complexe 
KEOPS aux ARNt. Le résultat est identique avec de l’AMPPNP et l’ADP, suggérant que l’effet 
observé provient de la fixation du nucléotide et non de son hydrolyse. 
Ainsi, alors que l’hydrolyse de l’ATP dépend strictement de la présence d’ARNt, nos 






































FIGURE I-7 : Modalités de l’activité ATPase de Sua5 
 




Modalités de l’hydrolyse de l’ATP par Sua5 et KEOPS : étude 
enzymatique préliminaire 
La mise en évidence des activités ATPases précédement décrites permettent de mieux 
comprendre le fonctionnement de la machinerie de synthèse de t6A chez P.abyssi. Afin d’en 
déterminer les modalités, nous avons alors fait varier certains paramètres réactionnels. Dans 
chacune des conditions décrites par la suite, l’ATP non radiomarqué présent à une 
concentration de 100µM est supplémenté de 1µCi d’ATP[P32α]. 
 
A - Modalités de la production d’AMP et par la protéine Sua5… 
… en fonction du temps (FIGURE I-7C) : 
Dans un premier temps, nous avons suivi la production d’AMP par Sua5 en fonction 
du temps, en présence de thréonine et de carbonate, à 50°C. Entre 0 et 15mn, la courbe 
obtenue présente une progression linéaire, puis atteint une phase stationnaire à partir 
d’environ 20mn, où la production d’AMP se stabilise.  
En considérant que la concentration des substrats correspond à un large excès (5mM 
de carbonate et 50µM de thréonine pour 0,5µM d’enzyme), on suppose que la vitesse au 
niveau de la partie linéaire, ou vitesse initiale, correspond à la vitesse maximale de la 
réaction d’hydrolyse de l’ATP dans ces conditions (Vmax). Nous en déduisons alors que Vmax = 
3,2µM/minutes (soit 80fmol/min). D’après cette valeur, le « turn-over » (kcat) de Sua5 vis-à-
vis de la consommation d’ATP est estimé à kcat(Sua5)=6,4 min
-1, autrement dit une molécule 
de Sua5 hydrolyse 6,4 molécules d’ATP en 1 minute. 
Lorsque le plateau est atteint, seul 40% de l’ATP a été consommé. Nous avons donc 
également suivi la production d’AMP en faisant varier respectivement la concentration de 
l’enzyme, Sua5, et la concentration du substrat, la L-thréonine, afin de déterminer les 
concentrations nécessaires pour l’hydrolyse totale de l’ATP. Ces deux suivis, où la réaction a 
été stoppée après 30mn d’incubation (correspondant au début de la phase stationnaire) 
fournissent un aperçu préliminaire du comportement de Sua5 dans ces conditions in vitro 































… en fonction de  la concentration de Sua5 (FIGURE I-7A) 
A concentration fixe de thréonine (50µM, comme précédemment), l’activité de Sua5 
est détectable dès 100nM de Sua5 et augmente progressivement en fonction de la quantité 
de protéines. Au-delà de 2,5µM de protéines, la totalité des 100µM d’ATP sont consommés 
en 30mn d’incubation. 
… en fonction de la concentration de thréonine (FIGURE I-7D) 
A concentration fixe de Sua5 (1µM), la production d’AMP par Sua5 est détectable dès 
500nM de thréonine, et une concentration d’au moins 100µM de thréonine est nécessaire 
pour obtenir une consommation totale des 100µM d’ATP.  Ainsi, un large excès de thréonine 
par rapport à l’enzyme est nécessaire pour obtenir une activation totale, suggérant que 
l’affinité pour ce substrat est de l’ordre du micromolaire. 
… en fonction de la température (FIGURE I-7B) 
Enfin, nous avons voulu connaitre l’influence de la température sur cette activité. Nous 
avons donc suivi la production d’AMP après à 30mn d’incubation à différentes températures 
d’incubation (Figure C1 – B). Il apparait que la température optimale se situe entre 57°C et 
67°C dans ces conditions, légèrement supérieure à la température optimale déterminée 
pour l’activité de biosynthèse de t6A (55°C) 
B - Modalités de la production d’ADP et par le complexe KEOPS…  
Nous avons effectué un suivi similaire de l’activité d’hydrolyse d’ATP en ADP par le 
complexe KEOPS, en présence d’ARNtLys(UUU) d’E.coli produit in vivo, qui est un substrat de la 
réaction de biosynthèse de t6A. 
…en fonction du temps  (FIGURE I-8B) 
La courbe de production d’ADP en fonction du temps, à une concentration fixe de KEOPS 
(100nM) et d’ARNt (1µM), présente une phase linéaire qui se situe entre 0 et 50mn, suivie 
d’une phase stationnaire. A partir de la pente de la phase linéaire, il est possible de donner 
une première estimation très approximative du kcat, environ 8 à 10min
-1. 
…en fonction de la concentration de KEOPS (FIGURE I-8A) 
Nous avons par la suite fait varier la concentration du complexe KEOPS, en stoppant la 
réaction à 30mn d’incubation, à concentration fixe d’ARNt (1µM). Il est à noté que cette 
expérience à été réalisée avec 10µM d’ATP final dans la réaction au lieu des 100µM utilisés 




























FIGURE I-8 : Modalités de l’activité ATPase de KEOPS 
 




On constate l’apparition d’ADP à de très faibles concentrations de KEOPS (25nm).  
Aux valeurs les plus basses de la concentration d’enzyme (lorsque l’ATP est encore en très 
large excès), la quantité d’ADP formée est proportionnelle à la concentration de KEOPS. Le 
kcat approximatif obtenu d’après ces valeurs est d’environ 5min-1, comparable à celui 
estimé précédemment (par exemple, 3µM d’ATP sont produits par 25nM de KEOPS en 
30mn, ce qui donne 4 molécules d’ADP par molécule de KEOPS par minute). 
 
A partir de 1µM de KEOPS, la totalité de l’ATP est consommée en ADP. De manière 
surprenante, au-delà de cette concentration, l’ADP est lui-même converti en un produit 
formant un « spot » radioactif migrant à la position théorique du phosphate inorganique 
libre (Pi). Ce spot devient même majoritaire à  partir de 10µM de KEOPS. Dans cette 
réaction, le phosphore P32 radioactif de l’ATP est placé en position alpha, attaché au ribose. 
La production d’un Pi radioactif sous forme libre à partir d’ADP implique donc deux clivages, 
l’un entre le phosphate β et α, l’autre entre le phosphate α et le ribose. Le spot radioactif 
observé pourrait également correspondre à un dérivé nucléotidique possédant des 
propriétés de migration similaire au phosphate libre. 
  
…en fonction de la concentration d’ARNt  (FIGURE I-8C) 
Enfin, nous avons mesuré l’influence de la concentration en ARNt sur l’activité de KEOPS. 
Dans un premier essai, après 30mn d’incubation et pour une concentration fixe de KEOPS 
(100nM), nous avons observé que la production d’ADP est maximale dès 50nM d’ARNt, 
traduisant une très forte affinité. 
Nous avons donc réalisé la même expérience stoppant la réaction à 10mn d’incubation, 
afin de se placer dans les conditions de vitesse initiale et déterminer les constantes 
enzymatiques du complexe KEOPS pour le susbtrat ARNt. En utilisant la représentation en 
double inverse de Lineweaver-Burke, la vitesse maximale d’hydrolyse déduite est Vmax= 
17,3 fmol/min et le Km pour les ARNt = 11nM. 
Le turn over kcat calculé est donc de 6min
-1, en accord avec les estimations précédentes, 





















Discussion  complémentaire 
 
Le domaine N-terminal de Sua5, élément régulateur du domaine 
YrdC 
 
Nous avons voulu comprendre le rôle du domaine C-terminale « SUA5 » retrouvé 
fusionné à YrdC chez certaines espèces de Bactéries, d’Archées et d’Eucaryotes, notamment 
chez P.abyssi et S.cerevisiae. Le domaine catalytique YrdC de la protéine de Sua5 de P.abyssi 
exprimé sans ce domaine ne présente plus aucune activité, suggérant que sa présence est 
requise pour la fonction de cette protéine. De manière intéressante, le domaine YrdC est 
retrouvé majoritairement dans la fraction insoluble lors de son expression dans E.coli. Le 
domaine SUA5 pourrait donc avoir un rôle structural et stabilisateur, permettant à la 
protéine entière et/ou à son site actif d’adopter une conformation correcte. Il a été suggéré 
qu’il puisse également jouer un rôle dans la cinétique d’hydrolyse de l’ATP, et pourrait 
éventuellement fixer voire hydrolyser des nucléotides (LAUHON ET AL, 2012). Nous n’avons 
observé aucune activité d’hydrolyse dans nos tests ATPase, mais il serait intéressant 
d’étudier les propriétés de fixation aux nucléotides de ce domaine. 
 
 L’absence d’interaction fonctionnelle et physique que nous avons observée entre nos 
deux protéines tronquées suggère que le « linker » de 20 résidus constitue un élément 
fondamental pour l’interaction entre les deux domaines et peut-être dans l’activité de la 
protéine. Ce linker n’apparait pas dans la structure décrite de la protéine Sua5 de Sulfolobus 
tokodaii (AGARI ET AL. 2008), en raison de sa flexibilité. Récemment, nos collaborateurs (W. 
Zhang, H.V.Tilbergh) ont résolu la structure de Sua5 de Pyrococcus abyssi (qui présente dans 
les conditions utilisées une molécule de L-thréonine et de PPi dans le site actif du domaine 
YrdC), où apparait la position exacte de ce linker (DONNEES NON PUBLIEES). De manière 
intéressante, le linker forme une boucle qui se projette au cœur du site actif du domaine 
YrdC, au niveau de la position attendue de l’AMP (par comparaison avec la structure de Sua5 
de S.tokodaii). Ainsi, il pourrait former une « boucle de régulation » (gating loop) contrôlant 
la formation de l’intermédiaire. Il serait alors intéressant d’effectuer des mutations 
ponctuelles ou des délétions moins importantes au niveau du domaine C-ter et de ce linker, 
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afin de déterminer dans quelle mesure il intervient dans l’activité de Sua5, ce qui pourrait 
fournir des indications sur le mécanisme catalytique de formation de l’intermédiaire TC-
AMP. 
Cependant, la présence d’une telle boucle (et du domaine C-ter associé) n’apparait 
pas strictement nécessaire à l’activité du domaine YrdC d’une manière générale, puisque de 
nombreuses espèces de Bactéries et d’Archées ne le possèdent pas. La présence d’un tel 
domaine semble donc refléter l’acquisition d’un mécanisme de contrôle supplémentaire 
apparu au cours de l’évolution chez certaines espèces. Sa répartition au sein du monde 
vivant est très intrigante, et pourrait témoigner de transferts de gènes horizontaux entre 
Bactéries, Archées et Eucaryotes. Il serait intéressant d’étudier la phylogénie exhaustive du 
domaine SUA5 et du domaine YrdC de manière indépendante, afin de retracer l’histoire de 
cette famille et de ces domaines protéiques.  
Ce domaine additionnel pourrait être également impliqué dans une autre fonction que 
la synthèse de t6A. La recherche de protéines présentant une distribution identique pourrait 
ouvrir des voies pour trouver d’éventuels partenaires.  
 
Enfin, la présence spécifique du domaine SUA5 chez les champignons et chez de très 
nombreux Eucaryotes unicellulaires parasites de l’Homme qui sont à l’origine de graves 
maladies (paludisme, maladie du sommeil, leishmaniose) pourrait en faire une cible de 
choix pour développer de nouvelles molécules anti-parasitaires et anti-fongiques. Il est 




Sua5 et KEOPS, des composants indépendants ? 
Nos données complémentaires suggèrent que la protéine Sua5 et le complexe KEOPS 
ne forment pas d’interaction stable in vitro. De plus, nos résultats de complémentation in 
vitro suggèrent que le TC-AMP produit par Sua5 est directement libéré dans le milieu 
réactionnel. Cependant, il semble étonnant que les deux étapes de cette réaction soient 
totalement découplées, au vu de l’instabilité d’un tel intermédiaire (entre 3,5 et 16mn selon 
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les conditions à 37°C, LAUHON ET AL., 2012), en particulier aux hautes températures dans le cas 
de Pyrococcus abyssi. Ainsi,  nous ne pouvons pas exclure qu’une interaction transitoire 
puisse effectivement avoir lieu afin de permettre à Sua5 de transmettre efficacement 
l’intermédiaire au complexe KEOPS. Si une telle interaction existe, il est probable qu’elle ait 
lieu entre Sua5 et la protéine Kae1. En effet, ce sont les deux seuls composants universels du 
système, et de plus, chez les carbamoyl-transférases TobZ et HypF, les deux domaines YrdC 
et Kae1, qui sont fusionnés, forment un tunnel par lequel transite l’intermédiaire réactionnel 
(PARTHIER ET AL. 2012). Ainsi, des études interactionnelles plus sensibles, par la technique de 
résonnance plasmonique de surface par exemple, pourraient permettre  de mettre en 
évidence une telle interaction.  
 
Origine et rôle de l’activité ATPase de KEOPS  
Dans les conditions de biosynthèse de t6A, nous avons montré que le complexe 
KEOPS présente une activité d’hydrolyse de l’ATP, produisant de l’ADP et du Pi libre en 
présence d’ARNt. A forte concentration du complexe KEOPS, lorsque l’ATP n’est plus 
disponible, nous avons également remarqué un produit radioactif supplémentaire provenant 
de la consommation de l’ADP par le complexe KEOPS. Ce produit a les mêmes propriétés de 
migration que le Pi libre. La détermination de la nature exacte de ce composé pourrait 
fournir des informations sur les modalités de clivage de l’ATP par le complexe KEOPS. 
Cependant, on peut penser que cette activité n’a pas de réalité physiologique, car elle 
apparait lorsque l’ATP est limitant et que la concentration de KEOPS est très importante.  
Deux protéines susceptibles d’être responsable de l’activité ATPase de KEOPS : d’une 
part, la protéine Kae1, dont la structure montre qu’un nucléotide peut se placer au niveau 
de son site actif (HECKER ET AL, 2007), d’autre part  la protéine Bud32 qui possède en effet une 
P-loop permettant la fixation de l’ATP (FACCHIN ET AL, 2002, HECKER ET AL., 2008). L’étude des 
différents composants du complexe KEOPS, que nous aborderons dans la seconde partie de 
ce manuscrit, permettra de déterminer quelle sous-unité est responsable de cette activité. 
De plus, l’activité d’hydrolyse de l’ATP en ADP+Pi est directement liée à la présence 
d’ARNt dans le milieu réactionnel. Elle pourrait donc jouer un rôle dans la fixation voire dans 
la reconnaissance du substrat. Nos résultats en retard sur gel en présence de différents 
200 
nucléotides ne permettent pas de conclure quant à cette hypothèse, et il serait intéressant 
d’utiliser des techniques plus sensibles telle que la microcalorimétrie afin d’étudier les 
interactions ARNt/KEOPS en fonction de la présence de nucléotide. Nous reviendrons 
également sur le rôle possible de cette activité ATPase dans la seconde partie du manuscrit. 
 
KEOPS produit de l’ADP à partir d’AMP et de Pi 
Nous avons mise en évidence une activité de production de novo d’ADP par la 
machinerie de synthèse de t6A, qui n’entre pas dans le mécanisme réactionnel que nous 
avons proposé. Nous avons montré que KEOPS semble à l’origine de cette activité, car il peut 
produire une molécule d’ADP en présence d’AMP et de Pi. Cependant, la présence 
simultanée de Sua5, de carbonate et de thréonine, les précurseurs de t6A, semblent 
favoriser cette production d’ADP. Ainsi, cette activité pourrait révéler de façon indirecte une 
partie du mécanisme catalytique et  la présence de l’intermédiaire TC-AMP produit par la 
protéine Sua5. Le complexe KEOPS fixerait le TC-AMP, grefferait le groupement TC sur 
l’ARNt, et la molécule d’AMP restant dans le site actif serait alors combinée à un phosphate 
inorganique libre (et radioactif dans nos expériences), produisant une molécule d’ADP qui 
serait relarguée. Il serait intéressant d’isoler l’intermédiaire TC-AMP  afin de démontrer qu’il 
est bien à l’origine de l’ADP formé par KEOPS. 
 
Le manganèse, un cofacteur impliqué à plusieurs niveaux ? 
Un dernier élément intéressant que nous avons identifié lors de cette étude est l’effet de 
l’ion divalent manganèse : sa présence (100µM) stimule la réaction de synthèse de t6A. 
L’activité ATPase de Sua5, qui reflète la synthèse de l’intermédiaire TC-AMP, semble 
également stimulée dans une moindre mesure par la présence du manganèse.  Or, il a été 
montré qu’un atome de manganèse est présent dans le site actif du domaine YrdC de la 
protéine TobZ (PARTHIER ET AL, 2012). Ainsi, le manganèse pourrait jouer un rôle dans la 
production ou la stabilisation de l’intermédiaire réactionnel par Sua5. De même, il est 
possible qu’un ion manganèse se place au niveau du site de transfert du groupement TC sur 
l’ARNt dans l’étape terminale de la réaction, améliorant la catalyse. 
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Dans les mêmes gammes de concentration de manganèse, l’activité ATPase de KEOPS 
semble au contraire inhibée. Or la protéine Bud32 a été décrite comme une kinase stimulée 
par la présence du manganèse (HECKER ET AL., 2008). Il semble donc surprenant que le 
manganèse ait un effet inhibiteur sur KEOPS. La compréhension du rôle de Bud32 dans le 
complexe KEOPS permettrait donc de savoir à quel niveau intervient cet ion divalent.  
Enfin, aux fortes concentrations de manganèse (de l’ordre du millimolaire), on 
constate que la perte totale d’activité ATPase de KEOPS est corrélée à une forte perturbation 
de la fixation aux ARNt. Ainsi, on peut penser que le manganèse joue un rôle dans la 
structuration de l’ARNt, ou dans les interactions entre ARNt et KEOPS, et donc dans la 
fixation du substrat. 
Le manganèse pourrait donc intervenir à différents niveaux dans le système 
complexe de biosynthèse de t6A, nos données préliminaires ne permettent pas d’expliquer 
précisément son rôle et l’effet stimulateur qu’il semble avoir sur la réaction globale, mais 
ouvrent différentes pistes à explorer. 
 
La détermination des paramètres enzymatiques: vers la 
compréhension du mécanisme réactionnel 
Récemment, certains paramètres enzymatiques du système de biosynthèse de t6A 
bactérien ont été déterminés à partir de protéines purifiées de B.subtilis (LAUHON ET AL., 2012). 
La détermination des paramètres enzymatiques du système que nous avons mis en place 
permettrait de mettre en évidence certaines similitudes ou différences entre les machineries 
Bactériennes et Archéennes, et de mieux comprendre le mécanisme réactionnel en jeu.  
Nous avons débuté cette caractérisation pour certaines de ces activités. Ainsi, nous 
avons montré que le kcat de la biosynthese de t
6A est d’environ 0,1min-1, proche de celle 
déterminée pour le système Bactérien qui est de de 0,4min-1 (LAUHON ET AL.,  2012). Ainsi, ces 
deux systèmes enzymatiques pourtant très différents semblent fonctionner avec une 
efficacité similaire. Ces valeurs obtenues peuvent sembler faible, et s’expliquer par des 
conditions in vitro qui ne reflètent pas les conditions optimales in vivo, et d’autre part, les 
ARNt étant des molécules stables dans le temps (un turn-over estimé à plusieurs dizaines 
d’heures, PHIZICKY  ET AL, 2010), il n’est pas nécessaire d’avoir un turn over très rapide pour 
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leur enzyme de modification. En effet, d’autres enzymes de modification ont un turn over du 
même ordre de grandeur (0,5min-1 pour Trm5 de M.jannaschii, qui catalyse la formation de 
m1G37, CHRISTIAN ET AL. 2006) 
Les turn-over (kcat) déterminés pour l’hydrolyse de l’ATP par Sua5 d’une part et 
KEOPS d’autre part sont également comparables et proche du kcat obtenu pour la synthèse 
de t6A. Bien que nous n’ayions pas déterminé le Km (qui traduit l’affinité pour le substrat) de 
Sua5 pour  la thréonine, il semble nettement plus élevé (de l’ordre du µM) que celui de 
KEOPS pour les ARNt (Km=11nM). Cela permet de suggérer que l’efficacité enzymatique de 
KEOPS (le rapport kcat /Km) pour l’hydrolyse de l’ATP est plus grande que celle de Sua5, et 
que cette dernière doit constituer l’élément limitant du système de biosynthèse de t6A. 
 
Différentes perspectives s’ouvrent dans la caractérisation enzymatique plus poussée de 
ce système : 
- L’hydrolyse de l’ATP étant liée à la présence d’ARNt, il serait intéressant de 
déterminer les constantes enzymatiques pour différentes espèces d’ARNt, substrats 
et non substrats de la réaction, ce qui pourrait révéler un mécanisme de sélection du 
substrat par le complexe KEOPS. 
- La protéine Sua5 produit l’intermédiaire TC-AMP à partir de thréonine, de carbonate 
et d’ATP. Il a été proposé que cette formation passe par une première étape de 
condensation de la thréonine et du carbonate en carboxy-thréonine de manière ATP 
indépendante (LAUHON ET AL, 2012.), suivi de l’adénylation de ce composé par 
l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. La détermination précise du nombre d’ATP 
consommé par molécule de TC-AMP produit par suivi enzymatique permettrait de 
connaître les modalités de cette réaction.  
- Enfin, la comparaison des paramètres enzymatiques entre les systèmes Bactériens, 
Archéens et Eucaryotes permettrait de révéler des points communs mais aussi les 






Les résultats principaux et complémentaires que nous avons obtenus constituent ainsi 
des pistes vers la compréhension de la voie de biosynthèse de t6A de Pyrococcus abyssi. 
Nous avons pu mettre en évidence que cette biosynthèse fait appel à une machinerie 
complexe, comprenant 5 protéines (Sua5, Kae1, Bud32, Pcc1 Cgi121), qui utilisent de 
nombreux substrats et cofacteurs (ATP, thréonine, carbonate, ARNt, manganèse) et où 
nombreuses activités enzymatiques sont présentes simultanément (hydrolyse de l’ATP, 
fixation à l’ARNt). La comparaison de nos résultats et des données disponibles dans la 
littérature nous a permis d’élaborer un modèle globale pour cette réaction. Alors que la 
protéine Sua5 et ses orthologues fonctionnent de manière isolée pour produire 
l’intermédiaire réactionnel à partir de la thréonine et du carbonate, il apparait que la 
protéine Kae1 nécessite la présence de partenaires spécifiques pour effectuer la seconde 
étape de la réaction, que ce soit chez les Bactéries, les Archées et les Eucaryotes. Il est donc 
nécessaire de comprendre l’importance de chacun de ces partenaires afin de pouvoir 
comparer les différents systèmes. Cette étude fera l’objet de la seconde partie de ce 
manuscrit, où nous essaierons de répondre à la question suivante: quelle est le rôle des 































PARTIE II - Etude du rôle des sous-

































FIGURE II-1 : Expression et purification des sous unités Pcc1, Cgi121 et Bud32 de Pyrococcus 
abyssi 
Les protéines recombinantes portant une étiquette hexa-histidine en position C-terminale (-His) ont été sur-exprimée dans une souche 
Rosetta2(DE3)pLysS d’Escherichia coli par induction à l’IPTG. Après induction, les cellules ont été resuspendues dans un tampon de 
purification et lysées par sonication.  La fraction soluble du lysat total a été séparée de la fraction insoluble par centrifugation, puis a été 
purifiée par chromatographie d’affinité. Un alicot de chaque fraction a été analysé par SDS PAGE. La masse moléculaire des marqueurs 
protéiques est indiquée sur la gauche de la figure, en kiloDalton (kDa). La masse moléculaire théorique de chaque protéine 
recombinante est indiquée sur la droite de la figure entre parenthèse. n.i. = lysat cellulaire totale non induit à l’IPTG. T= lysat cellulaire 
après induction à l’IPTG. I= fraction insoluble du lysat. S= fraction soluble du lysat. E= fraction d’élution après chromatographie d’affinité.  
A. Purification de la protéine Pcc1-His (PAB3073-His) 
B. Purification de la protéine Bud32-His (PAB1047-His) 











Précédemment, nous avons montré que le complexe KEOPS de Pyrococcus abyssi 
présente trois activités identifiables in vitro: biosynthèse de t6A (en présence de Sua5), 
fixation à l’ARNt, et hydrolyse de l’ATP en ADP+Pi stimulée par la présence d’ARNt. Afin de 
déterminer l’importance et le rôle de chacun des composants du complexe KEOPS dans ces 
trois activités, nous avons dans un premier temps cherché à obtenir de manière isolée les 
quatre sous-unités Pcc1, Kae1, Bud32, Cgi121 de Pyrococcus abyssi. 
 
Purification des protéines isolées Pcc1, Kae1, Bud32, Cgi121 
 
Les gènes codant respectivement ces quatre protéines ont été clonés séparément dans 
un vecteur d’expression, fusionné avec une séquence codant une étiquette hexa-histidine en 
position 3’ (se retrouvant une fois exprimée en position C-terminale de la protéine, et notée 
–His) et sur-exprimés par la souche Rosetta2(DE3)pLysS d’Escherichia coli, selon le protocole 
utilisé pour la purification du complexe KEOPS (PERROCHIA ET AL. 2013, Matériel et Méthodes) 
 
La purification et la caractérisation de Kae1-His a fait l’objet d’une précédente publication 
(HECKER ET AL, 2007), dont les résultats sont brièvement rappelés. Kae1-His s’exprime de 
manière soluble, et se trouve sous forme monomérique in vitro. Cette protéine contient un 
atome de fer au niveau de son site catalytique, provoquant une coloration rose associée à un 
maximum d’absorbance caractéristique à 500nm, que l’on retrouve également lors de la 
purification du complexe KEOPS entier. Contrairement au complexe entier, aucun ARN n’a 
été détecté associé à la protéine lors de sa purification. 
 
Les protéines Pcc1-His (FIGURE II-1A), Bud32-His (FIGURE II-1B), et Cgi121-His (FIGURE II-1C), 
sur-exprimées dans E.coli sont retrouvées majoritairement dans la fraction insoluble du lysat 
cellulaire (I), mais également en quantité détectable dans la fraction soluble (S). Chaque 
protéine recombinante a alors été purifiée (E) par une première étape de chromatographie 


















FIGURE II-2 : Purification de la protéine Cgi121-His par filtration sur gel 
A l’issue de l’étape de chromatographie d’affinité (Figure II-1-C), la protéine recombinante Cgi121-His a été soumis à une seconde étape de 
purification de filtration sur gel sur une colonne SuperDex75 16/60. Après analyse SDS-PAGE, les fractions d’élution contenant la protéine purifiée ont 
été réunies, concentrées, et le spectre d’absorption de la solution protéique a été mesuré entre 200nm et 1000nm. 
A. Chromatogramme obtenu après filtration sur gel et analyse SDS-PAGE du pic d’élution majoritaire.  
L’axe des abscisses correspond au volume d’élution des fractions en sortie de colonne, et l’axe des ordonnées à l’absorbance à 280nm des fractions 
correspondantes en milli-unité d’absorbance. Le volume d’élution du pic majoritaire à 280nm est indiqué en haut de la figure, et la masse moléculaire 
correspondante calculée à l’aide de marqueurs protéiques globulaires est indiquée entre parenthèse. L’analyse SDS-PAGE de la fraction d’élution 
correspondante à ce pic est montrée à droite du chromatogramme. Les masses moléculaires des marqueurs protéiques est indiquée en kDa sur la 
gauche de l’encart. 
B. Spectre d’absorption de de Cgi121-His purifiée. 
L’axe des abscisses correspond à la longueur d’onde en nm, seul l’intervalle entre 240 et 400nm est représenté. L’axe des ordonnées correspond à 
l’absorbance, en unité d’absorbance (UA) 
C. Spectre d’absorption du complexe KEOPS purifié dans les mêmes conditions. 
Les deux encarts correspondent aux mêmes spectres, mais avec des échelles de valeurs d’absorbance (en ordonnées) différentes : entre 0 et 1,2 UA 




Concernant la protéine Cgi121-His, la majorité de la protéine purifiée à l’issue de cette 
première étape (FIGURE II-1-C, E) se maintient sous forme soluble et a été purifiée jusqu’à 
homogénéité grâce à une seconde étape de filtration sur gel. La protéine Cgi121-His, d’une 
masse moléculaire théorique de 19,8kDa, élue sous la forme d’un unique pic dont le volume 
d’élution correspond à une masse moléculaire apparente d’environ 25,9 kDa, pouvant 
correspondre à un état monomérique in vitro (FIGURE II-2-A). A l’issue de différentes 
purifications effectuées indépendamment, nous avons observé que la protéine Cgi121-His 
purifiée présente un spectre d’absorption avec un maxima centré sur 280nm accompagné 
dans certains cas d’un maxima secondaire centré autour de 305nm (qui forme un 
«épaulement » sur le pic principal). (FIGURE II-2-B). Le complexe KEOPS purifié dans les 
mêmes conditions présente un épaulement similaire, mais centré sur 340nm (FIGURE II-2-C). 
Bien que l’absorbance de la solution protéique de Cgi121-His purifiée soit relativement élevée 
à la longueur d’onde 260nm comparativement à 280nm (rapport 280/260= 1), aucun acide 
nucléique n’a pu être détectée par électrophorèse sur gel en condition dénaturante (non 
montré). 
 
Les protéines Pcc1-His et Bud32-His précipitent totalement à l’issue de la chromatographie 
d’affinité sur résine de nickel (FIGURE II-1A-C, E), malgré différentes conditions testées 
(changement de position de l’étiquette histidine, ajout de détergents doux, augmentation de 
la force ionique, changement de pH). Cette précipitation survient extemporanément, au 
bout de quelques minutes après l’élution par l’imidazole, et est accélérée lorsque l’éluat est 
maintenu à 4°C.  Ces précipitats, constitués respectivement des protéines Bud32-His et Pcc1-
His pures et insolubles, ne contiennent pas d’acide nucléique, indiquant que ces sous-unités 












































FIGURE II-3 : Purification des sous-complexes de KEOPS  
A. Représentation schématique des différentes combinaisons de sous-unités envisagées dans ce travail 
La protéine Pcc1 (notée P) est représentée en bleu, la protéine Kae1 (notée K) en violet, la protéine Bud32 (notée B) en orange, la protéine 
Cgi121 (notée C) en vert. L’étiquette hexa-histidine est représentée par un rectangle bleu (notée HIS), dont la position schématique correspond 
à l’extrémité C-terminale de la protéine sur laquelle elle se trouve. L’étoile rouge indiquée à côté des sous-unités P-HIS et B-HIS indique que ces 
protéines ont pu être purifiées par chromatographie d’affinité mais sont instables en solution. Le symbole # indiqués à côté de la combinaison 
P-HIS K B indique que ce sous-complexe n’a pas pu être obtenu.  
 
B. Analyse SDS-PAGE du complexe KEOPS (PKBC), des sous-complexes (KBC, KB, PK, BC) et des sous-unités (K, C) obtenus après purification 
par filtration sur gel.  
Les différentes combinaisons de protéines ont été co-exprimées dans une souche Rosetta2(DE3)pLysS d’Escherichia coli à l’aide d’un milieu de 
culture auto-inducteur TB OverNightExpress+. Les complexes ont été ensuite purifiées par chromatographie d’affinité sur Ni-NTA, puis par gel 
filtration sur une colonne SuperDex 200 16/60  (selon Matériel et Méthodes). Chaque combinaison élue sous la forme d’un unique pic dont la 
fraction correspondante a été analysée par SDS-PAGE. 
La composition des complexes est indiquée en haut du gel, l’étiquette hexahistidine est indiquée en exposant (H) à droite de la protéine sur 
laquelle elle est placée. La localisation des protéines au niveau du gel est indiquée à droite du gel et leur masse moléculaire théorique est 





Purification des sous-complexes binaires et ternaires 
 
Les protéines Bud32-His et Pcc1-His n’étant pas stables dans les différentes conditions 
in vitro testées, nous avons décidé de les co-exprimer avec leurs partenaires respectifs. 
D’après la caractérisation structurale du complexe KEOPS (Mao et al. 2008), les quatre 
protéines interagissent de façon linéaire deux à deux, selon l’ordre Pcc1-Kae1-Bud32-Cgi121. 
Pour plus de clarté, ces 4 sous-unités seront dorénavant appelées P, K, B et C ; le complexe 
KEOPS complet s’écrivant alors PKBC. Ainsi, seules certaines configurations sont susceptibles 
d’être obtenues par co-expression et co-purification : les sous-complexes PK, KB, BC, PKB et 
KBC (FIGURE II-3A). 
 
Nous avons donc construit différents vecteurs polycistroniques d’expression, afin de 
produire ces sous-complexes. Dans chacune de ces associations, seule une protéine est 
porteuse d’une étiquette hexa-histidine en position C-terminale, indiquée par un symbole –H.  
 
Les sous-complexes P-HK,  KB-H, BC-H et KBC-H sont tous correctement exprimés dans 
E.coli, et se retrouvent à la fois dans les fractions insoluble et soluble après la lyse cellulaire 
(non montré).  A l’issue d’une première étape de chromatographie d’affinité sur résine Ni-
NTA, chacun des sous-complexes forme en partie un précipité insoluble qui apparait 
extemporanément.  Cependant, dans tous les cas, une large fraction de ces sous-complexes 
se maintient sous forme soluble qui a pu être purifiée jusqu’à homogénéité par filtration sur 
gel. Chacun des sous-complexes élue lors de cette étape sous la forme d’un unique pic, 
contenant les sous-unités attendues. Ces sous-complexes, tout comme le complexe P-HKBC 
et la protéine K-H, présentent une légère dégradation visible sous la forme de bandes 
supplémentaires en SDS-PAGE (FIGURE II-3B). Afin de s’assurer de leur stabilité et déterminer 
leur masse apparente, nous avons alors analysé un alicot de ces différents sous-complexes 
obtenus sur une colonne de filtration sur gel SuperDex-200 10/300 (FIGURE II-4). En 
référence, nous avons également analysé le complexe P-HKBC (FIGURE II-4A), et des 
































FIGURE II-4 : Analyse par filtration sur gel de la taille apparente des sous-complexes de KEOPS  
Un alicot d’environ 100µg de chaque complexe et sous complexe purifié a été décongelé sur glace et analysé sur une colonne Super200 
10/300(GE), à 4°C, dans le même tampon que celui utilisé pour la purification. La quantité de protéine en sortie de colonne a été suivie par 
mesure de l’absorbance à 280nm (en ordonnée), et les fractions d’élution ont été analysées par SDS PAGE (la fraction correspondant au 
maxima est montrée à côté de chaque pic). Le volume d’élution de différents marqueurs protéiques globulaires de poids moléculaire 
connu (M.W.) sont indiqués en kDa par des flèches sur la partie supérieure de chaque chromatogramme. (apoprotinine 443, β-amylase 
200, alcohol deshydrogenase 150, albumine 66, carbonic anhydrase 29, cytochrome C 12,4 kDa) La masse moléculaire théorique, le 
volume d’élution et la masse moléculaire apparente des sous-unités et sous-complexes sont indiqués dans le tableau 1. 
A. Chromatogramme obtenu avec le complexe P
-H
KBC (=KEOPS). 
B. Chromatogramme obtenu avec le complexe KBC
-H
.  
C. Chromatogramme obtenu avec le complexe BC
-H
 
D. Chromatogramme obtenu avec le complexe P
-H
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Le complexe P-HK (masse moléculaire théorique = 45 kDa) est stable et se maintient sous 
la forme d’un pic unique correspondant à une masse moléculaire apparente de 66 kDa ; 
pouvant correspondre à un dimère P-HK/P-HK (FIGURE II-4B)  Les complexes KB-H, BC-H sont 
également stables en solution et présentent respectivement une masse moléculaire 
apparente de de 30 kDa, 35 kDa, pouvant correspondre à leur forme monomérique 
respective (FIGURE II-4C, D). Le sous-complexe KBC-H, qui a été isolé sous la forme d’un 
unique pic d’élution lors de sa purification, montre l’apparition de deux pics lors de cette 
analyse : un pic majoritaire, contenant les trois protéines  K, B, et C-H en quantité 
équimolaire, d’une masse apparente de 69 kDa, correspondant  à la forme monomérique du 
complexe ternaire ; accompagné d’un pic secondaire, contenant les protéines B et C-H. Cela 
indique que le sous complexe KBC-H se dissocie spontanément dans une certaine mesure 
(FIGURE II-4E). 
A l’issue de ces purifications, les sous-complexes P-HK,, KB-H et KBC-H  présentent un 
maxima d’absorption secondaire centré à 500nm, caractéristique de la présence du fer dans 
la protéine K (non montré). En revanche, les sous complexe contenant la protéine C (BC-H et 
KBC-H) ne montrent pas l’épaulement à 305nm observé lors de la purification de C-H seule.  
Enfin, comme pour les sous-unités isolées, nous n’avons détecté aucun acide nucléique co-


















































FIGURE II-5 : Test d’interaction entre les sous-complexes de KEOPS par gel filtration  
Différentes combinaisons de sous-complexes (indiquées par la suite) ont été réalisées, en mélangeant environ 100µg de chaque sous-complexe 
dans un volume final de 200µL, dans le tampon utilisé pour leur purification. Après une incubation de 15min à 20°C (température ambiante), 
les mélanges ont été séparés sur une colonne de filtration sur gel SuperDex200 10/300, à 4°C. La quantité de protéine en sortie de colonne a 
été suivie par mesure de l’absorbance à 280nm (en ordonnée), et les fractions d’élution ont été analysées par SDS-PAGE pour déterminer leur 
composition (non montrée). Le volume d’élution des marqueurs globulaires est indiqué en haut de chaque graphe (voir Figure II-4). La courbe 
en pointillé est le chromatogramme correspondant au mélange, les courbes en traits pleins correspondent aux chromatogrammes des sous-
complexes seuls (ou mélange pour la partie D.). Dans le mélange PK+KB+C (D.), un excès de protéine CH (300µg) a été ajouté au mélange 
PHK+KBH, et le flux de tampon en FPLC a été réduit. L’analyse SDS PAGE correspondant à certaines fractions d’élution est montrée sous chaque 
graphe. 
A. Combinaison de P-HK + BC-H  B. Combinaison de P-HK + KBC-H 




A l’issue des purifications décrites précédemment, nous disposons au final des sous-
complexes et sous-unités suivants : P-HK, K-H, KB-H, BC-H, KBC-H et C-H, et à titre de référence le 
complexe KEOPS complet P-HKBC (voir FIGURE II-3B) 
 
Reconstitution physique du complexe KEOPS 
Dans un premier temps, nous avons vérifié que les sous-complexes produits peuvent 
reformer un complexe complet PKBC par étude interactionnelle. Différentes combinaisons 
de sous-complexes ont été incubées pendant 30 min à 20°C dans le tampon utilisé pour la 
purification, puis le mélange a été séparé par filtration sur gel à 4°C sur une colonne 
SuperDex200-10/300 (FIGURE II-5). Les fractions d’élution obtenues ont ensuite été analysées 
par SDS PAGE pour vérifier la composition des pics d’élution obtenus. 
Un mélange équimolaire de [P-HK + BC-H] élue sous la forme d’un unique complexe à 
un volume de 12,7mL, semblable au volume d’élution du complexe P-HKBC à 12,5mL, et 
contenant les 4 sous-unités (visibles en SDS PAGE) indiquant la reconstitution complète du 
complexe KEOPS (FIGURE II-5A) 
Un mélange de [P-HK + KBC-H] provoque également l’apparition d’un pic semblable 
contenant les 4 sous unités, indiquant également la reconstitution d’un complexe KEOPS 
complet (FIGURE II-5B) 
En revanche, le  chromatogramme correspondant au mélange [P-HK + KB-H]  est 
identique à la superposition des chromatogrammes issus des sous complexes isolés, 
indiquant qu’un complexe PKB stable n’a pas été formé dans ces conditions (FIGURE II-5C). 
Afin de savoir si la protéine C peut permettre de stabiliser l’association PKB, nous 
avons effectué un mélange identique, en ajoutant un excès de protéine C (FIGURE II-5D). 
Dans ce cas, le chromatogramme obtenu est relativement complexe, mais on constate 
l’apparition d’un nouveau pic contenant les 4 sous-unités (visible en SDS PAGE). Le pic 
intermédiaire à 15,4mL contient majoritairement la protéine K et le dernier pic à 16,5mL 
contient majoritairement la protéine C-H. Ces données montrent qu’en présence de C-H, les 
sous complexe P-HK et KB-H ont pu s’associer pour former un complexe reconstitué P-HKB-HC-
H, associé à une libération de K en excès. Il est à noter que dans cette expérience, pour des 
raisons techniques, le flux de tampon à été réduit, ce qui peut amener à des décalages du 






















FIGURE II-6 : Activité t6A des différents sous-complexes de KEOPS 
 
Les différent sous-complexes (1µM) ont été ajoutés seuls ou en combinaison à un mélange réactionnel contenant : 2µM de la 
protéine Sua5-His, 18,2µM de C14L-thréonine, 1mM d’ATP, 5mM de carbonate, 100µM de MnCl2, , et XµM d’ARNtLys(UUU) d’E.coli produit 
par sur-expression in vivo, dans un tampon HEPES 50mM, pH8, KCl 35mM, DTT1mM, 5mM de MgCl2. Après 30min. d’incubation à 
55°C, le mélange réactionnel a été précipité au TCA, et la quantité de C14L-thréonine incorporée a été mesurée par scintillation (en 
ordonnée). Les différentes combinaisons de sous-complexes sont indiquées en abscisse. - : mélange réactionnel seul.  Les barres 




Les quatres sous-unités sont requises pour la biosynthèse 
optimale de t6A 
 
Les différents sous-complexes, seuls ou combinés de manière équimolaire, ont ensuite 
été testés pour leur capacité à catalyser la formation de t6A selon le protocole décrit 
précédemment (PERROCHIA ET AL 2013, MATERIEL ET METHODES), en présence de la protéine Sua5 
de P.abyssi, d’ARNt substrat, d’ATP, de Mn2+ et Mg²+ , de carbonate et de C14L-thréonine 
(FIGURE II-6). On appellera « activité t6A » l’incorporation de C14L- thréonine radiomarquée 
au niveau des ARNt, traduisant la formation du nucléoside modifié t6A. 
 
Les sous-complexes P-HK ou BC-H seuls ne présentent pas d’activité t6A, alors que leur 
combinaison restaure la majeure partie (80%) de l’activité t6A observée avec le complexe  
PHKBC 
 
De même, le complexe KB-H (absence de P et de C dans le milieu réactionnel) ne présente 
aucune activité t6A, suggérant que P et/ou C sont nécessaires à cette activité.  
 
Le sous-complexe KBC-H ne présente aucune activité détectable, mais l’addition du 
complexe P-HK permet de restaurer partiellement (~36%) cette activité. De plus, la 
combinaison [P-HK + KB-H], où C est absent du milieu réactionnel, conduit à une activité t6A 
modérée (~29%).  Ces résultats indiquent que P, K et B sont nécessaires et suffisants à  
l’activité de biosynthèse de t6A. 
 
 L’ajout en excès de la protéine C-H  au mélange [P-HK + KB-H], augmente de 2 fois la 
synthèse de t6A, restaurant une activité t6A similaire à celle du complexe entier P-HKBC. Ainsi, 
nos données indiquent que C ne n’est pas strictement nécessaire à une activité t6A mais est 







































FIGURE II-7 : Propriétés de fixation à l’ARNt par les sous-complexes de KEOPS en retard du 
gel 
Une concentration fixe (10nM) d’ARNtLys(UUU) Pyrococcus abyssi transcrit in vitro et radiomarqué, a été incubée à température 
ambiante pendant 15mn en présence de différentes concentrations de sous-complexes, dans un tampon TrisHCl 50mM, pH8, 
NaCl 100mM, MgCl2 5mM, DTT 1mM. Les complexes nucléo-protéiques ont été séparés par électrophorèse sur gel d’acrylamide 
(19 :1) 6% en condition native à température ambiante. La radioactivité présente dans le gel a été visualisée par 
phosphorimaging. Le type de sous-complexe analysé et la concentration en protéine dans chaque puits sont indiqués sur la partie 
supérieure de chaque cadran. La position des puits du gel et de l’ARNt libre correspondent respectivement aux parties supérieure 
et inférieure de chaque cadran. 
Dans le cadran inférieur droit, une concentration fixe de sous-complexe KBH (0,5µM) a été additionnée de la protéine CH à 




Le couple Pcc1-Kae1 est le principal élément de fixation aux ARNt 
 
Précédemment (PERROCHIA ET AL., 2013), nous avions étudié les propriétés de fixation in 
vitro du complexe KEOPS (P-HKBC) aux ARNt par la technique de retard sur gel. Nous avons 
montré que la présence de ce complexe provoque un retard de migration des ARNt 
radiomarqués sur gel d’acrylamide en condition native, détectable dès 10nM de protéine, 
(correspondant dans nos essais à un ratio ARNt/protéine 1 :1), et visible sous la forme de 
multiple bandes retardées correspondant à différentes configurations de complexes nucléo-
protéiques (FIGURE II-7, ENCART SUPERIEUR).  A partir de 500nM, 50% de l’ARNt substrat sont 
retardés, et au-delà de 2µM, la totalité de l’ARNt est retardé. 
 
 Nous avons donc employé cette technique dans les mêmes conditions afin de déterminer 
l’affinité relative des différents sous-complexes de KEOPS pour les ARNt in vitro, et savoir 
quels composants étaient responsables de cette fixation (FIGURE II-7). 
 
La protéine K-H seule provoque un retard de migration détectable des ARNt à partir 
de 500nM. Une concentration de 1µM correspond à une zone de transition entre une forme 
libre et une forme complexé ARNt/protéine. La quasi-totalité de la sonde ARNt est mobilisée 
au-delà de cette concentration, sous la forme d’une bande diffuse migrant dans le gel. Cette 
zone de transition entre forme libre et forme complexé de l’ARNt est relativement restreinte 
comparativement au profil obtenu avec le complexe P-HKBC, et correspond à un phénomène 
de « tout ou rien ». 
 
Le complexe P-HK provoque un retard de migration de l’ARNt  se traduisant par 
l’apparition progressive de plusieurs bandes discrètes au sein du gel, détectable à partir de 
10nM de protéine, de manière similaire au complexe P-HKBC entier. Entre 200nM et 400nM 
de protéine, on observe une transition correspondant à la fixation de la majorité de l’ARNt 
sous la forme d’une nouvelle bande semblable à celle observée pour la protéine K-H seule. Le 
comportement de ce sous-complexe traduit donc une forte augmentation de l’affinité pour 







































Le complexe KB-H provoque également l’apparition progressive de deux bandes 
discrètes retardées, détectable à partir de 50nM de protéines. L’intensité de ce retard est 
cependant moins forte que pour le complexe PK : environ 50% seulement des ARNt sont 
retardés à une concentration de 2µM, concentration maximale testée pour ce sous-
complexe. La présence de la protéine B modifie donc le comportement de K, mais de 
manière moins importante que la protéine P. 
 
Le complexe BC-H provoque en revanche un retard beaucoup moins prononcé. Deux 
bandes retardées sont observés à 1µM de protéine. A plus forte concentration en protéine, 
seule une faible fraction de l’ARNt est retardée et on constate l’apparition de complexe 
nucléo-protéique au niveau des puits du gel, correspondant à un phénomène d’agrégation. 
 
Enfin, la protéine C-H seule ne provoque aucun retard de migration apparent, même à 
forte concentration protéique. Etant donné l’effet stimulateur que présente C-H vis-à-vis de 
l’activité t6A montré précédemment, nous avons donc cherché à savoir si cette protéine 
pouvait provoquer une augmentation de l’affinité du complexe KB-H pour les ARNt. Nous 
avons donc incubé l’ARNt en présence d’une concentration fixe du sous-complexe KB-H, et en 
ajoutant la protéine C-H en concentration croissante. Cet ajout ne provoque aucun 
changement dans le profil de migration. 
 
Ces différents résultats indiquent que K et P sont les protéines principales responsables 













































FIGURE II-8 : Activité ATPase des sous complexes de KEOPS 
Les différents sous-complexes (1µM) ont été incubés dans le même tampon utilisé précédemment (Figure-II6), en présence de 10µM d’ATP 
supplémenté avec 1µCi d’ATP[αP32], et en l’absence ou en présence d’ARNtLys(UUU) (E.co) 2µM (indiqué par +tRNA en haut de chaque colonne). 
Après 30min. d’incubation à 55°C, les produits de l’hydrolyse de l’ATP ont été séparés par chromatographie sur couche mince (CCM) et les 
composés radioactifs ont été visualisés par exposition sur un écran au phosphore et révélé à 533nm (« phosphorimaging »).. Les différentes 
combinaisons de sous-complexes ajoutées au mélange réactionnel sont indiquées sous chaque colonne. Le complexe PKBC a été utilisé dans 
chaque expérience comme référence. La localisation de l’ADP et de l’ATP est indiquée pour la condition -, correspondant au mélange 
réactionnel sans protéine.  
A. Activité des sous-complexes à deux composants : PK, BC et KB. 
B. Activité des sous-complexes et combinaisons à trois composants : KBC, PK+KB. 
C. Activité des sous-complexes mutants. Les protéines K et B ont été mutées ponctuellement au niveau d’un résidu, et purifiées sous la forme 
de sous-complexes PK et BC mutants, respectivement notés PK*, PK° et B#C. L’activité ATPase de ces sous-complexes a été suivie selon le 
protocole décrit ci-dessus. Le nature et la position de la mutation est indiquée sur la droite de la figure, ainsi que la correspondance des 




Identification des éléments responsables de l’activité ATPase 
 
Précédemment, nous avons montré que le complexe KEOPS, dans les conditions in 
vitro de biosynthèse de t6A, présente une activité d’hydrolyse de l’ATP en ADP + Pi 
fortement stimulée par la présence d’ARNt. Afin de comprendre le rôle des composants de 
KEOPS dans cette activité, nous avons suivi par chromatographie sur couche mince la 
production d’ADP à partir d’ATP radiomarqué au niveau du phosphate α par les différents 
sous-complexes, en absence ou en présence d’ARNt. 
 
Le couple Kae1-Bud32 est responsable de l’activité ATPase de KEOPS 
Les sous complexes binaires P-HK et BC-H présentent chacun une très faible activité 
ATPase, en l’absence ou en présence d’ARNt. En revanche, le sous complexe binaire KB-H 
présente une activité ATPase comparable à celle du complexe P-H KBC, mais qui n’est pas 
stimulée par la présence d’ARNt (FIGURE II-8A). Cela indique que K et/ou B sont responsables 
de cette activité, et que la présence de P et/ou C permet une stimulation par les ARNt. 
 
Les protéines Pcc1 et Cgi121 sont nécessaires à la stimulation par les ARNt 
Le sous complexe KBC-H présente une activité ATPase comparable à celle du complexe KB-
H, qui est insensible à la présence d’ARNt. L’ajout du sous complexe P-HK permet de restaurer 
la réponse à l’ARNt. De même, la combinaison P-HK+KB-H présente une activité ATPase 
comparable à celle du complexe KB-H ; et est insensible à la présence d’ARNt, alors que 
l’addition de la protéine C-H permet d’obtenir une réponse à l’ARNt (FIGURE II-8B). 
Ainsi, ces données montrent que la présence simultanée de C et P est nécessaire pour 










































FIGURE II-9 : Activité ATPase des sous complexes mutants 
Les protéines K et B ont été mutées ponctuellement au niveau d’un résidu, et purifiées sous la forme de sous-complexes PK et BC 
mutants, respectivement notés PK*, PK° et B#C. L’activité ATPase de ces sous-complexes a été suivie selon le protocole décrit dans 
la figure II-9. Le nature et la position de la mutation est indiquée sur la droite de la figure, ainsi que la correspondance des 




La protéine Bud32 est l’ATPase du complexe KEOPS 
Les données structurales indiquent que K et B contiennent chacune un site de fixation au 
nucléotide (HECKER ET AL, 2007 ;  HECKER ET AL,  2008). Afin de déterminer qui de K ou de B est 
responsable de l’activité l’ATPase du complexe, nous avons donc muté ponctuellement ces 
protéines au niveau de leur site actif respectif. Pour la protéine B, nous avons remplacé 
l’acide aspartique conservé (D147) présent au niveau de la boucle catalytique par une 
alanine. Pour la protéine K, nous avons touché deux positions strictement conservées chez 
cette famille de protéines: d’une part, l’histidine (H107) impliquée dans la coordination du 
fer, et d’autre part, l’acide aspartique (D159) impliqué dans la liaison au nucléotide. Ces 
protéines mutantes ont été produits respectivement sous la forme de sous-complexe BC-H et 
P-HK (notés BD/AC
-H, P-HKD/A et P
-HKH/A). Le sous-complexe P
-HKH/A ne présente plus 
d’absorption à 500nm associée à une couleur rose de la solution protéique, suggérant la 
perte de l’atome de fer au niveau du site actif (non montré). 
 
Les combinaisons P-HKD/A + BC
-H et P-HKH/A + BC
-H présentent une activité ATPase similaire 
au mélange sauvage PK+BC (c'est-à-dire une hydrolyse de l’ATP stimulée par la présence 
d’ARNt). En revanche, le mélange P-HK + BD/AC
-H  ne présente aucune activité ATPase (FIGURE 
II-9). 
Ces résultats indiquent que la perturbation du site actif de K n’a pas d’impact sur l’activité 















































FIGURE II-10 : Activité phosphotransférase de B dans différentes conditions 
Un mélange réactionnel contenant les différents composants indiqués ci-dessous a été incubé dans le tampon utilisé dans la Figure II-6 
en présence d’ATP[γP32] (1µCi) pendant 30mn à 55°C. Un alicot de la réaction (1/20ème) a été analysé par CCM comme indiqué dans la 
Figure II-7 (c), et le reste du mélange réactionnel a été analysé par SDS-PAGE. Les protéines ont été révélées par coloration au bleu de 
Coomassie (a), et la radioactivité a été visualisée par phosphorimaging (b). La localisation des protéines en SDS PAGE est indiquée sur la 
gauche du cadran a, la localisation des produits d’hydrolyse de l’ATP en CCM est localisé sur la droite des cadrans c. – = mélange 
réactionel analysé par CCM en l’absence de protéine. 
A. Analyse de l’activité du complexe PKBC en présence des composants de la biosynthèse de t6A.  
Le mélange réaction contient : P-HKBC (1,5µM) + Sua5 (3µM)+ + ARNt (12µM) + carbonate (5mM)+ thréonine (100µM) 
B. Analyse de l’activité du sous complexe BC. 
Le mélange réactionnel contient : BC (1,5µM) 
C. Analyse de l’activité du sous complexe BC en présence du sous complexe PK. 
 Le mélange réactionnel contient une concentration fixe de BC (1,5µM) additionnée d’une concentration croissante de PK (0, 0.3, 0.6, 1.2, 




Kae1 inhibe l’activité Phosphotransférase de Bud32 
Précédemment (résultat complémentaire, Partie I), nous avons montré que le phosphate 
produit par l’hydrolyse de l’ATP par le complexe KEOPS est libéré en majorité sous forme de 
phosphate (Pi) libre en solution. De plus, nous venons de montrer que la protéine B est 
responsable de cette activité. Or, les orthologues de cette protéine chez M. jannaschii et S. 
cerevisiae ont été précédemment décrite comme des protéines kinases présentant une 
activité d’autophosphorylation in vitro (FACCHIN ET AL, 2002, HECKER ET AL, 2008, MAO ET AL, 2008). 
Nous avons donc voulu savoir si l’hydrolyse de l’ATP provoqué par B pouvait correspondre à 
un transfert de phosphate sur l’une des protéines du système.  
Dans un premier temps, nous avons donc incubé le complexe P-HKBC en présence d’ATP 
radiomarqué au niveau du phosphate gamma dans les conditions de synthèse de t6A, c’est à 
dire en présence des différents composants de la réaction, puis avons suivi la radioactivité 
présente au niveau des protéines après séparation sur gel SDS-PAGE. Aucune 
phosphorylation significative n’est détectable, alors qu’une forte production de Pi libre est 
obtenue. (FIGURE II-10A). Ainsi, dans le contexte KEOPS, la protéine B ne présente pas 
d’activité phosphotransférase mais libère le phosphate inorganique sous forme libre suite à 
l’hydrolyse de l’ATP. 
Nous avons alors incubé le complexe BC-H seul, dans des conditions similaires. Dans ce 
cas, la protéine B est autophosphorylée, contrairement à la protéine B mutée au niveau de 
son site actif (FIGURE II-10B). Ces données indiquent que la protéine B, en présence de C, 
présente une activité phosphotransférase qui implique le même site actif que l’activité 
ATPase décrite précédemment.  
Enfin, nous avons montré que l’addition d’une concentration croissante du sous complexe 
P-HK au sous-complexe BC-H s’accompagne d’une diminution de l’autophosphorylation 
observée, corrélée à une augmentation de la quantité de Pi libre (FIGURE II-10C) 
Ces données suggèrent donc que la présence de K module l’activité ATPase de B, en 









































FIGURE II-11 : Activité t6A des sous-complexes mutants de KEOPS 
L’activité de biosynthèse de t6A des sous-complexes mutants PK°=PKH/A ,PK*=PKD/A, et B#C=BD/AC décrits dans la 
Figure II-7 C a été suivie dans les conditions décrites dans la Figure II-6, en présence respective des complexes non 
mutants BC ou PK. La présence des différents sous-complexes est indiquée sous le graphique. Dans les deux dernière 
conditions, les mélange PK°+BC et PK*+BC ont été additionné d’une quantité équimolaire de la protéine K-H. - : 





L’activité ATPase de Bud32 est nécessaire à la biosynthèse de t6A 
Dans un dernier temps, nous avons voulu savoir si l’activité ATPase-ARNt-dépendante de 
B joue un rôle dans la biosynthèse de t6A. Aucune production de t6A n’est observée avec la 
combinaison P-HK + BD/AC
-H, indiquant que cette hydrolyse d’ATP est indispensable à la 
synthèse de t6A (FIGURE II-11). 
 
La fixation au nucléotide par Kae1 et la présence du Fer sont essentiels à l’activité 
de biosynthèse de t6A 
 
La perturbation du site actif de K par mutation n’a aucun impact sur l’activité ATPase 
décrite précédemment. De plus, les sous-complexes mutants P-HKD/A  et P
-HKH/A présentent 
une fixation à l’ARNt en retard sur gel comparable au sous-complexe sauvage P-HK (non 
montré). 
Nous avons alors voulu savoir si ces mutations affectent l’activité de biosynthèse de t6A. 
De manière intéressante, la combinaison P-HKD/A + BC
-H, où le site de liaison au nucléotide de 
K est muté, ne présente plus aucune activité t6A.  La combinaison P-HKH/A + BC
-H, où le site de 
coordination du fer de K est muté, présente très forte diminution de l’activité t6A (90%). 
(FIGURE II-11). Dans les deux cas, l’addition de protéine K sauvage aux mélanges permet de 
restaurer partiellement l’activité t6A. 
 
Ces résultats indiquent que le site de liaison à un nucléotide par K est indispensable à la 
biosynthèse de t6A. De plus, la présence de l’atome de Fer semble jouer un rôle essentiel à 
cette activité, bien qu’une activité t6A résiduelle puisse être obtenue en son absence, 
































Stabilité des sous-unités et des sous complexes de KEOPS : 
Alors que les protéines P et B sont totalement insolubles après la première étape de 
purification,  la présence de leur partenaire respectif permet de les maintenir en partie sous 
forme soluble, indiquant un rôle stabilisateur des partenaires les uns envers les autres. Il est 
à noter que tous les précipités observés lors de la purification des sous-complexes 
contiennent une quantité équimolaire de chaque protéine, indiquant donc que les 
interactions entre partenaires sont maintenues. De même, la coloration rose observée au 
niveau des précipités PK, KB et KBC indique que le site actif de K est toujours dans une 
conformation native. Ces observations suggèrent donc que cette précipitation ne provient 
pas d’une dénaturation de la structure tertiaire de chaque sous-unité, mais plutôt d’un 
phénomène d’agrégation dû à certaines interactions aspécifiques entre sous-complexes 
correctement pré-assemblés. Ce phénomène est probablement dû à des conditions in vitro 
éloignées des conditions in vivo. De manière intéressante, nous avons observé que la 
formation de tels précipités semble favorisée par les basses températures. Il est connu que 
certaines protéines, sous l’effet du froid, voient certains résidus hydrophobes exposés au 
solvant (DIAS ET AL., 2010), ce qui pourrait engendrer des interactions inter-protéines non 
spécifiques. Les protéines étudiées ici proviennent de l’archée hyperthermophile P.abyssi, 
dont l’optimum de croissance se situe autour des 90°C. Ainsi, la sensibilité de ces protéines 
aux basses températures observées ici traduirait en réalité une adaptation aux fortes 
températures. 
 
Rôle des différentes sous-unités : 
Les différents résultats obtenus à l’aide des sous complexes nous permettent dans un 
premier temps d’établir un rôle général pour chacune des sous-unités du complexe KEOPS, 
que nous discuterons par la suite. 
 La protéine Kae1 est impliquée dans la fixation de l’ARNt et au transfert du 
groupement TC sur cette molécule. 
 La protéine Bud32 est responsable de l’hydrolyse de l’ATP en ADP+Pi. Cette activité 
est nécessaire à la synthèse de t6A, et est modulée par la protéine Kae1. 
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 La protéine Cgi121 permet de former un complexe KEOPS stable, et permet à 
l’activité ATPase de Bud32 d’être stimulée par la présence d’ARNt. Elle n’est pas 
strictement nécessaire mais augmente l’activité de biosynthèse de t6A. 
 La protéine Pcc1 est impliquée dans la fixation de l’ARNt, la dimérisation in vitro du 
complexe et elle permet également à Bud32 de répondre à l’ARNt aux côtés de 
Cgi121. Contrairement à cette dernière, elle est strictement nécessaire pour la 
réaction t6A.  
 
Kae1 est lieu de transfert de l’AMP-TC et le centre de fixation de 
l’ARNt 
La résolution de la structure de la protéine Kae1 de P.abyssi a montré qu’une molécule 
d’AMPPNP, analogue non hydrolysable de l’ATP, se retrouve au niveau du site actif (HECKER 
ET AL. 2007). De plus, chez S.cerevisiae, la mutation du résidu conservé impliqué dans la 
fixation de ce nucléotide affecte fortement la croissance cellulaire (MAO ET AL., 2008). Il a ainsi 
été suggéré que la fonction cellulaire de Kae1 soit liée à une activité ATPase. 
Or, nos résultats indiquent Kae1 n’est pas responsable de l’activité ATPase du complexe 
KEOPS. En revanche, la mutation du site de fixation au nucléotide provoque une perte totale 
de l’activité de synthèse de t6A. L’étude de la structure des protéines TobZ et HypF (PARTHIER 
ET AL., 2012, PETKUN ET AL. 2011) suggère par analogie que Kae1 est le centre catalytique 
responsable de la fixation de l’intermédiaire TC-AMP et du transfert du groupement TC sur 
l’ARNt lors de la synthèse de t6A.  Nos résultats supportent donc ce modèle. 
De même, la mutation chez S.cerevisiae du site de coordination du Fer de Kae1 affecte 
fortement la croissance (MAO ET AL, 2008). La perte importante d’activité de biosynthèse de 
t6A chez notre mutant confirme l’importance de ce site de coordination, et indique que le 
Fer doit intervenir directement dans le mécanisme catalytique. La structure de Kae1 de 
P.abyssi montre que ce métal coordonne le phosphate γ terminal de la molécule d’AMPPNP, 
qui n’est pas présent sur l’intermédiaire TC-AMP. On peut donc suggérer par analogie que le 
Fer coordonne en réalité le groupement thréonine de l’intermédiaire. 
De manière comparable, la protéine YgjD, orthologue de Kae1 dans la machinerie 
bactérienne de biosynthèse de t6A, doit jouer également un rôle similaire de fixation du TC-
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AMP et du transfert du TC sur l’ARNt. De manière intéressante, il a été montré récemment 
que cette protéine présente un atome de Zinc au lieu d’un atome de Fer dans son site actif 
(NICHOLS ET AL., 2013). La présence d’un métal divalent semble donc être une caractéristique 
conservée pour ce domaine catalytique, mais sa nature ne semble pas être déterminante.  La 
caractérisation du rôle exact de ce métal dans la fixation/catalyse de transfert de 
l’intermédiaire permettrait de mieux comprendre les différences existantes entre les 
machineries de biosynthèse de t6A des Archées et des Bactéries. 
Ce rôle de transfert du groupement TC de Kae1 implique que l’ARNt soit fixé directement 
par cette protéine. Il a été montré précédemment que la protéine Kae1 peut se fixer de 
manière coopérative et aspécifique sur de l’ADN ou de l’ARN double brin et simple brin in 
vitro (HECKER ET AL., 2007, ET DONNEES NON PUBLIEES). Nos résultats indiquent que cette protéine 
présente également un comportement comparable pour les ARNt, en accord avec son rôle 
prévu dans la biosynthèse de t6A. L’étude in cellulo de la machinerie homologue chez le 
Xénope (MORIN ET AL., 1998) indique que les déterminants majeurs pour la reconnaissance des 
ARNt substrats se situent au niveau de la boucle anticodon, plus précisément aux positions 
adjacentes à la base modifiée 37, et correspondant à la un U en position 36 et un A en 
position 38. Ces positions doivent donc se retrouver à proximité immédiate du site actif de 
Kae1, ce qui suggère que cette protéine est le principal élément responsable de la 
discrimination des ARNt substrats et non substrats. Il serait alors intéressant de savoir quels 
sont les résidus de Kae1 qui interagissent avec l’ARNt (seule ou en présence de ses autres 
partenaires), par des techniques de cross-linking, afin de comprendre le mécanisme de 
sélection des ARNt substrats. De manière similaire, l’étude des propriétés de fixation à 
l’ARNt par la protéine YgjD permettrait de comparer les modalités de reconnaissance des 
différentes machineries vis-à-vis de l’ARNt. 
Cependant, la protéine Kae1 seule possède une affinité relativement faible pour les ARNt 
et présente un comportement de fixation du type « tout ou rien » uniquement à forte 
concentration pour les ARNt.  Nous avons montré que la présence des autres sous-unités 
module cette fixation, en augmentant fortement l’affinité et en modifiant ce comportement, 
indiquant que Kae1 n’est pas le seul élément impliqué dans la reconnaissance de l’ARNt. 
MORIN ET AL. ont montré qu’une structure tridimensionnelle intacte de l’ARNt est l’autre 
déterminant majeur pour permettre la synthèse de t6A chez les Eucaryotes. On peut donc 
234 
 
suggérer que les partenaires de Kae1 sont impliqués dans la reconnaissance de ce 
paramètre.   
 
L’activité ATPase de Bud32 traduit un mécanisme d’adaptation 
induite de conformation qui module l’activité de Kae1 dans la 
biosynthèse de t6A 
Nous avons montré que Bud32 est responsable de l’hydrolyse de l’ATP en ADP + Pi 
libre observée lors de la synthèse de t6A par le complexe KEOPS, et que cette activité 
nécessite la présence de Kae1. Il avait été montré précédemment que Kae1 inhibe l’activité 
d’autophosphorylation de Bud32 (HECKER ET AL, 2009). Nous avons pu préciser l’action de Kae1 
en montrant qu’elle agit en réalité comme un régulateur qui favorise la libération de Pi libre 
par Bud32 en inhibant l’activité de phosphostransférase. La structure de la protéine MJ1130 
de Methanocaldococcus jannaschii, correspondant à une fusion de Kae1 et Bud32, révèle 
que certains résidus de Kae1 interagissent directement au niveau du site actif de Bud32 
(HECKER ET AL, 2008, MAO ET AL, 2008). Ces résidus sont donc potentiellement impliqués dans la 
régulation de l’activité de Bud32  
 
Bud32 a été décrite initialement comme une Sérine/thréonine kinase (STOCCHETTO  ET 
AL, 1997), mais la question de la réalité de son activité kinase restait jusqu’à présent une 
question ouverte. En effet, certains éléments fondamentaux caractéristiques des kinases 
d’Eucaryotes sont absents chez Bud32, notamment la boucle A impliquée dans la 
reconnaissance du substrat, et la lysine conservée dans le site actif responsable du 
phosphotransfert, ce qui la classait parmi les kinases atypiques (HECKER ET AL., 2008, FACCHIN ET 
AL., 2002 ). Récemment, il a été démontré que la protéine Rio2, une autre kinase atypique 
proche de Bud32 au niveau structural et manquant des mêmes éléments, agit comme une 
ATPase et non comme une kinase (FEIRERRA CERCA ET AL., 2012). Nos données indiquent 
clairement que c’est le cas également pour Bud32 qui joue le rôle d’une ATPase au sein du 
complexe KEOPS. 
On peut cependant suggérer que, dans d’autres conditions et en l’absence de Kae1, 
l’activité kinase soit prédominante. Or, chez certaines Archées comme M.jannaschii, les deux 
protéines sont fusionnées: il semble donc peu probable que chez ces organismes, l’activité 
phosphotransférase de Bud32 ait une réalité fonctionnelle. 
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D’un point de vue évolutif, il a été suggéré que Bud32 et les Rio kinases représentent 
des versions ancestrales des kinases eucaryotes modernes (LEONARD ET AL, 1998). Ainsi, 
d’après nos résultats, nous pouvons donc suggérer que l’activité phosphotransférase de ces 
protéines a émergé à partir de l’activité ATPase d’origine, par l’addition de certains éléments 
et résidus absent chez Bud32 et les Rio. 
 
Le rôle de cette activité ATPase dans le mécanisme de biosynthèse de t6A est l’un des 
enjeux majeurs dans la compréhension de ce système. Nous avons montré que l’hydrolyse 
de l’ATP par Bud32 est indispensable à cette réaction. De plus, nous avions précédemment 
montré que cette activité ATPase est fortement stimulée par la présence spécifique d’ARNt 
(PERROCHIA ET AL., 2013). Nous avons montré ici que cette sensibilité à l’ARNt, permise par la 
présence de Pcc1 et Cgi121, n’est pas strictement nécessaire à l’activité t6A mais la stimule 
fortement. L’hydrolyse de l’ATP pourrait alors traduire un mécanisme d’adaptation induit de 
conformation du complexe contrôlant la réaction de catalyse, l’ARNt constituant le 
déclencheur de ce mécanisme. Les données structurales montrent en effet que la queue C-
terminale de Bud32 se projette au niveau du site actif de Kae1 (MAO ET AL, 2008). On peut 
donc suggérer que la fixation d’un ARNt au niveau de Kae1, et peut être de Bud32, active  
l’hydrolyse de l’ATP par Bud32, ce qui provoque un changement conformationnel de la 
protéine qui modifie en retour les propriétés structurales du site actif de Kae1, ou qui 
positionne correctement l’ARNt à ce niveau, permettant à l’étape terminale du transfert du 
TC sur l’ARNt.  
 
Cette hydrolyse pourrait constituer également un mécanisme de contrôle dans la 
discrimination du substrat ARNt à modifier. L’activité ATPase de Bud32 semble pouvoir être 
stimulée par tout type d’ARNt (PERROCHIA ET AL, 2013), mais la détermination précise des 
paramètres cinétiques d’hydrolyse de l’ATP en présence de différentes espèces d’ARNt 
permettrait de déterminer si des différences sont détectables entre des ARNt substrats et 
non substrats, et de savoir si cette activité joue un rôle dans la discrimination du substrat. 
 
Enfin, cette activité pourrait intervenir dans l’étape de relargage de l’ARNt après sa 
modification, à l’image de Rio2. Cette protéine se fixe sur l’ARN ribosomal de la particule 40S 
en cours de maturation, et il a été montré que son activité ATPase est nécessaire pour 
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relarguer l’ARN à la fin de la maturation (FEIRERRA-CERCA ET AL., 2012). La détermination des 
constantes de dissociation entre KEOPS et l’ARNt, en présence ou en l’absence d’ATP, est 
donc une autre voie à explorer pour déterminer si Bud32 est impliquée dans un mécanisme 
similaire. 
 
De manière intéressante, la machinerie bactérienne présente elle aussi une activité 
d’hydrolyse de l’ATP en ADP+Pi, réalisée par les protéines DEZ réunies. Les données 
disponibles ne permettent pas de savoir laquelle de ces protéine est responsable de cette 
activité. Pourtant, il est à noter qu’YjeE possède tous les éléments structuraux d’une ATPase 
à P-loop. De plus, il a été suggéré qu’YjeE agisse comme un interrupteur moléculaire, c'est-à-
dire que l’hydrolyse de l’ATP provoque des changements conformationnels pouvant être 
transmis à ses partenaires (TEPLYAKOV ET AL., 2002). Ces caractéristiques rappellent de manière 
étonnante nos observations, où Bud32 semble jouer le rôle d’un interrupteur moléculaire. 
Cependant, l’hydrolyse de l’ATP par DEZ n’est pas dépendante de la présence d’ARNt 
(DEUTSCH ET AL., 2012), contrairement à KEOPS. De plus, il a été montré que le transfert du TC 
sur l’ARNt par les protéines DEZ peut être réalisé sans l’addition d’ATP (LAUHON ET AL.,  2013), 
alors que l’hydrolyse de l’ATP est indispensable à la synthèse de t6A dans le cas de KEOPS. 
Ces données suggèrent donc que l’importance et le rôle de l’hydrolyse de l’ATP ne sont pas 
nécessairement identiques entre les deux systèmes. 
Récemment, il a en effet été montré par microcalorimétrie qu’YgjD et YeaZ forment 
spontanément un hétérodimère en solution, alors que l’interaction entre YjeE et le dimère 
YgjD/YeaZ est soumis à une dynamique complexe, dépendant strictement de la présence 
d’ATP ou d’ADP (NICHOLS ET AL., 2013). Ainsi, l’hydrolyse de l’ATP dans le système bactérien 
pourrait être nécessaire à la stabilisation de ce système dynamique à trois composants. 
L’analyse détaillée du système bactérien, à l’image du travail effectué ici, et la détermination 
de la protéine responsable de l’hydrolyse de l’ATP permettrait de comprendre les 






La protéine Cgi121, chaperone moléculaire impliquée dans la 
stabilité de KEOPS ? 
Nos essais de reconstitution par filtration sur gel montrent de manière surprenante 
que le mélange PK+KB ne forme pas un complexe ternaire PKB isolable dans les conditions 
standards, alors que ce mélange possède une activité de biosynthèse de t6A. Une incubation 
des sous-complexes PK+KB à une température de 50°C, en présence d’ARNt, d’ATP et des 
différents cofacteurs, ne permet pas non plus d’isoler un complexe PKB en filtration sur gel 
(données non montrées). Nous avons également tenté d’obtenir sans succès par plusieurs 
stratégies de co-expression le complexe PKB. Ces données suggèrent que l’interaction 
simultanée des trois protéines P, K et B est hautement dynamique et/ou instable. Il serait 
intéressant d’étudier la dynamique des interactions P, K et B par microcalorimétrie ou des 
techniques plus sensibles comme la SPR (surface plasmonic resonance, ou résonnance 
plasmonique de surface).  
Alors que le complexe ternaire PKB n’a pas pu être obtenu, le complexe PKBC est en 
revanche très stable en solution. De plus, l’ajout de C à PK+KB permet d’obtenir un complexe 
PKBC stable en gel filtration. La protéine C apparait donc jouer un rôle de chaperonne pour 
l’ensemble du complexe en stabilisant ses interactions intermoléculaires. De plus, l’ajout de 
C au mélange PK+KB augmente la production de t6A. Ainsi, l’effet stabilisateur de C, via B, 
permettrait d’augmenter l’efficacité de la catalyse de t6A. Ainsi, il se pourrait que les 
Bactéries et les Archées Eucaryotes aient développé deux stratégies différentes visant à 
stabiliser l’interaction entre les composants de la machinerie de synthèse de t6A : la 
présence d’un facteur protéique supplémentaire chez les Archées et les Eucaryotes, et la 
fixation de nucléotide chez les Bactéries. 
 
Nous avons également montré que C est indispensable pour obtenir une stimulation de 
l’ATPase de Bud32 par les ARNt, alors qu’elle n’est pas impliquée directement dans la 
fixation de l’ARNt. La protéine C pourrait donc influencer la manière dont KEOPS reconnait 
l’ARNt en modifiant la conformation du site actif  de Bud32, afin de permettre à l’activité 




Ces hypothèses sur le rôle structural de Cgi121 sur Bud32 sont soutenues par les données 
de Mao et al. qui montrent que la présence de C au niveau du complexe KB provoque un 
changement conformationnel notable dans la structure de B. (MAO ET AL., 2008). 
 
Enfin, nous avons observé un épaulement à 305nm dans le spectre d’absorbance de la 
protéine Cgi121 purifié. Un épaulement similaire mais non identique été retrouvé dans le 
spectre du complexe KEOPS entier (purifié en 200mM de NaCl), centré sur 340nm. Ces 
absorptions particulières pourraient être dues à la présence d’un cofacteur particulier de 
nature inconnue liée à cette protéine. Cependant, nous n’avons pas pu l’obtenir de manière 
systématique chez la protéine C, et les sous complexe BC et KBC ne présentent pas cet 
épaulement. Ainsi, la présence d’un potentiel cofacteur pourrait dépendre de certaines 
conditions que nous n’avons pas pu déterminer, et qui ne semble pas indispensable à la 
synthèse de t6A. 
 
La protéine Pcc1, facteur de dimérisation  et de fixation aux ARNt 
Alors que C semble être impliquée dans la reconnaissance des ARNt via une action sur B 
lors de l’hydrolyse de l’ATP, la protéine P semble en revanche être directement liée à la 
fixation à l’ARNt. Nous avons mis en évidence que le complexe PK présente une forte affinité 
pour les ARNt en retard sur gel, meilleure que celle de la protéine K seule et comparable au 
complexe PKBC. De plus, la présence de P est strictement nécessaire à la biosynthèse de t6A 
et à une stimulation de l’hydrolyse de l’ATP par l’ARNt.  
La protéine P issue de Pyrococcus furiosus a été décrite précédemment sous forme 
dimèrique en solution et il a alors été proposé que le complexe KEOPS entier se dimérise via 
P in vivo (MAO ET AL., 2008). Chez l’Homme, il a également été montré que l’orthologue de P 
est responsable de la dimérisation du complexe PK (COSTESSI ET AL., 2012) 
Nos données semblent confirmer ce modèle, car le complexe P-HKBC et le sous complexe 
P-HK présentent une masse moléculaire apparente compatible avec celle d’un dimère ; alors 
que tous les sous-complexes purifiés en l’absence de P présentent un état monomérique. La 
mutation des résidus impliqués dans l’interface de dimérisation de P chez S.cerevisiae 
provoque un effet similaire à une délétion de P, ce qui indique que l’état dimérique a une 
importance fonctionnelle et est nécessaire à la fonction du complexe KEOPS (MAO ET AL.,  
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2008). De manière intéressante, de nombreuses amino-acyl ARNt transférases de classe II 
sont sous forme dimériques, il a été montré que cette dimérisation est nécessaire pour la 
fonction biologique de certaines de ces enzymes, qui implique notamment une fixation et 
une discrimination de l’ARNt substrat (ERIANI ET AL., 1993). L’état dimérique engendré par P 
pourrait être impliquée dans un processus de fixation/reconnaissance de l’ARNt. Il serait 
donc intéressant de produire des sous-complexes PK mutés au niveau des résidus 
responsables de la dimérisation de P, afin de mesurer l’effet de ces mutations sur la fixation 
aux ARNt. 
Les données structurales soutiennent également le rôle de P dans la fixation directe 
de l’ARNt que nous proposons. En effet, cette protéine présente un repliement très similaire 
à celui du domaine KH (MAO ET AL., 2008), domaine structurale inclus dans de très nombreuses 
protéines et qui a pour rôle la fixation d’ARN ou ADN simple brin (VALVERDE ET AL, 2008). P ne 
possède pas le motif spécifique GXXG présent dans l’interface de fixation des domaines KH, 
mais il a été montré récemment que des domaines KH possédant un tel motif altéré ou 
absent pouvaient être fonctionnels (BRYKAILO ET AL., 2007). Ainsi, P serait une protéine à 
domaine KH atypique, et pourrait même représenter une version ancestrale du domaine KH 
en raison de sa présence à la fois chez les Archées et les Eucaryotes.  Son rôle au sein du 
complexe KEOPS serait donc de participer à la fixation des ARNt aux côté de la protéine K, et 
éventuellement jouer un rôle dans les modalités de reconnaissance du substrat. De manière 
intéressante, seuls 4 nucléotides peuvent être accommodés au sein d’un repliement KH 
classique, et interagissent de manière séquence-spécifique avec les résidus de la protéine. 
Or, au niveau de l’ARNt, la boucle anticodon est une région simple brin de 7 nucléotides 
déterminant dans la discrimination du substrat chez les Eucaryotes. Il serait donc intéressant 
de déterminer si la boucle anticodon ou une autre région simple brin de l’ARNt est liée à P, 








La fixation in vivo aux ARNt nécessite l’ensemble du 
complexe KEOPS  et permettrait d’étudier des modalités de 
reconnaissance 
Bien que nous ayons montré que P et K soient les principaux éléments responsables de la 
fixation de l’ARNt, il apparait que le complexe KEOPS complet présente des propriétés de 
fixation qui diffèrent de ses sous-complexes. Cette observation est soutenue par le fait que 
complexe KEOPS co-purifie avec certains ARNt issus de la souche d’expression, alors 
qu’aucun des sous-complexes et sous-unités purifiés (P, K, B, C,  PK, KB, BC, KBC) ne montre 
cette association. La détermination par Northern Blotting de la nature des ARNt liés au 
complexe KEOPS dans ces conditions pourrait fournir des renseignements sur la spécificité et 
les modalités de reconnaissance envers les ARNt. 
 
Comparaison des données biochimiques avec les données 
génétiques disponibles sur le rôle des sous-unités dans la 
biosynthèse de t6A : 
Au bilan, il apparait d’après nos données que les protéines P, K, B sont strictement 
requises pour la synthèse de t6A, mais que l’ensemble des 4 sous-unités du complexe KEOPS 
jouent un rôle et sont nécessaires à une activité optimale. Cette conclusion est en accord 
avec les observations réalisées chez des mutants de S.cerevisiae (SRINIVASAN ET AL., 2011), où la 
délétion de P, K et B diminue la quantité de t6A in vivo, alors que la délétion de C ne 
provoque pas de changement détectable. La protéine C semble donc bien jouer le rôle d’un 
facteur accessoire nécessaire à la régulation de l’activité du complexe. 
En revanche, les mutants de délétion des gènes codant pour les sous-unités de KEOPS 
chez l’Archée Haloferax volcanii ne fournissent pas les mêmes résultats (NAOR ET AL, 2012): 
alors que la délétion de K, B et C est létale, un mutant délété pour P reste viable, et présente 
une diminution relativement faible de la quantité de t6A in vivo (chiffre). Cette observation 
pourrait suggérer que dans la cellule, le sous-complexe KB(C) peut catalyser t6A sans 
recourir à P, peut-être grâce à certaines conditions cellulaires ou facteurs qui sont absentes 
dans nos essais in vitro.  
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Enfin, il n’est pas exclu que les différents membres de KEOPS soient également impliqués 
dans d’autre voies métaboliques. Nous avons démontré que chacun d’entre eux joue un rôle 
direct dans la biosynthèse de t6A. Leur mutation provoque de très nombreux phénotypes, 
dont certains, voire tous, peuvent probablement être expliqués par des problèmes 
traductionnels lié à l’absence de t6A. La détermination exact des conséquences in vivo de 
l’absence de t6A est donc un enjeu majeur afin de valider cette hypothèse, et permettra 
peut-être d’ouvrir de nouvelles pistes. En effet, si certains phénotypes liés à l’absence de 
KEOPS ne peuvent être expliqués par l’absence de t6A, ils pourront alors constituer des voies 
de recherche pour trouver d’autres rôles possibles du complexe dans la cellule. 
 
Conclusion 
A l’issue de cette étude, nous pouvons proposer un modèle de fonctionnement plus 
détaillé de la machinerie de synthèse de t6A chez les Archées. 
La protéine K active la protéine B et la maintient sous une conformation lui imposant 
d’hydrolyser l’ATP en ADP+Pi libre, en inhibant son activité phosphotransférase. D’autre 
part, la protéine C modifie la conformation de B pour lui permettre de répondre à la 
présence d’ARNt, et/ou pour stabiliser le complexe PKB. La protéine P, aux côtés de la 
protéine K, fixe alors un ARNt non modifié. La présence de cet ARNt déclenche l’hydrolyse de 
l’ATP en ATP+Pi par B. L’énergie de cette hydrolyse engendre un changement 
conformationnel du complexe, qui permet de contrôler l’ARNt fixé ou de le positionner 
correctement au niveau de site actif de K. La protéine K, ayant fixé l’intermédiaire TC-AMP 
produit par Sua5, transfère alors le groupement TC sur l’ARNt.  L’ARNt modifié est alors 
relâché. 
Dans un modèle alternatif, l’hydrolyse de l’ATP ne survient qu’après fixation et 
modification de l’ARNt, pour relarguer cette molécule à l’issue du transfert. 
 
Les résultats présentés ici démontrent que l’étude in vitro des sous-complexes et des 
sous-unités de KEOPS constitue un outil approprié et performant permettant une meilleure 
compréhension de la voie de biosynthèse de t6A. Nous avons mis en évidence que le 
complexe KEOPS est une machinerie sophistiquée, régie par des interactions réciproques 
entre ses différents composants qui lui permettent de remplir de manière efficace sa 
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fonction. Certaines questions restent ouvertes, notamment au niveau des modalités de 
reconnaissance des substrats ARNt et du rôle exacte de l’hydrolyse de l’ATP par Bud32. Les 
différents résultats que nous avons obtenus permettent ainsi d’orienter les futurs travaux de 
caractérisation, afin de répondre à ces questions. De plus, par comparaison avec la 
machinerie analogue caractérisée chez les Bactéries, cette étude ouvre la voie à la 
compréhension des différentes stratégies mises en place par les organismes pour effectuer 
cette réaction complexe. Enfin, le modèle établi dans cette étude permet également de 
servir de base au fonctionnement du complexe KEOPS chez les Eucaryotes.  
 
Chez ces organismes, deux machineries de synthèse de t6A semblent co-exister : 
d’une part, un système semblable à celui des Archées, formé de la protéine Sua5 et du 
complexe KEOPS ; qui modifie les ARNt cytoplasmiques ; et d’autre part, un système 
mitochondrial, dont ferait partie l’orthologue de Kae1/YgjD : Qri7. Notre étude et les études 
similaires sur les protéines bactériennes montrent que la présence de partenaires 
spécifiques à Kae1/YgjD est indispensable à la catalyse de formation de t6A. Il est donc 
intéressant de comprendre quelle est la nature et le mode de fonctionnement de la 









PARTIE III : ETUDE DE LA MACHINERIE 

























































Les Eucaryotes présentent une organisation cellulaire complexe, caractérisée par la 
présence de différents compartiments : noyau, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi 
et système vésiculaire associé, organites semi-autonomes. La mitochondrie représente un 
compartiment particulier, de part sa distribution et son origine. Presque toutes les lignées 
Eucaryotes possèdent cet organite, qui joue un rôle essentiel dans le métabolisme oxydatif 
et la respiration (les rares cas d’absence de mitochondrie s’expliquent en réalité par une 
perte secondaire, comme chez les Microsporidies, GERMOT ET AL, 1999). L’origine de cet 
organite a été compris il y a maintenant plusieurs décennies : il s’agit d’un endosymbiote 
descendant d’une α-protéobactérie. Cette théorie endosymbiotique, initialement formulée 
par Lynn Margulis (L.SAGAN, 1967, ON THE ORIGIN OF MITOSING CELL), a été confirmée par de 
nombreuses approches de phylogénie moléculaire, notamment par le travail de Carl Woese 
sur l’ARN 16S, démontrant une proximité entre l’ARNr bactérien et l’ARNr mitochondrial (CR 
WOESE, ENDOSYMBIONTS AND MITOCHONDRIAL ORIGINS, 1977).  D’autres travaux ont montré que 
l’évènement d’endosymbiose ne s’est produit qu’une seule fois au cours de l’évolution, et 
bien avant la divergence des lignées Eucaryotes actuelles (DESMOND ET AL, 2011). Dans les 
cellules modernes, les mitochondries reflètent encore leur origine bactérienne par certains 
aspects : elles possèdent un génome circulaire codant un certain nombre de protéines et 
d’ARN, une machinerie de traduction fonctionnelle de type bactérien, et se divisent de 
manière semi-autonome au sein du cytoplasme de leur hôte.  
Chez la Levure Saccharomyces cerevisiae, organisme Eucaryote modèle, le génome 
mitochondriale a une taille de 85,8 kb, et encode seulement 30 protéines (ANDERSSON ET AL, 
2002). Pourtant, plus de 800 protéines ont été expérimentalement assignées à cet organite 
(SICKMANN ET AL, 2003). Une analyse phylogénétique menée sur 400 de ces protéines à montré  
que 50% d’entre elles ont une origine Eucaryote, et 50% ont clairement une origine 
bactérienne et sont des orthologues de protéines présentes chez les α-protéobactéries. 
(KARLBERG ET AL, 2000).  Cette distribution reflète une caractéristique générale de l’évolution 
mitochondriale : la bactérie d’origine a perdu un certain nombre de protéines, remplacées 
par des équivalents eucaryotes, et a transféré la majeure partie de ses gènes bactériens 
restants au sein du génome de la cellule hôte. Un mécanisme d’import s’est parallèlement 













































2002, KARLBERG ET AL, 2000). Généralement, les protéines destinées à la mitochondrie 
présentent un signal d’adressage identifiable qui est par la suite clivé.   
Ainsi, la mitochondrie actuelle est une structure chimérique complexe, qui a conservé 
des traces de son origine bactérienne au niveau protéique mais qui possède aussi des 
protéines issues de son hôte. De nombreux processus à l’œuvre dans le cytoplasme ont donc 
leur contrepartie dans la matrice mitochondriale: par exemple, les mitochondries effectuent 
la transcription, puis la traduction des protéines codées dans leur génome, avec leur propres 
ribosomes et en utilisant une panoplie d’ARNt mitochondriaux fonctionnels. Chez S. 
cerevisiae, 24 ARNt sont codées dans le génome mitochondrial et suffisent à lire tous les 
codons. Ces ARNt mitochondriaux présentent des nucléosides modifiés, notamment t6A 
(MODOMICS). Ainsi, après avoir décrit la machinerie de biosynthèse de t6A chez les Bactéries 
(DEUTSCH ET AL.,  2012), chez les Archées et chez les Eucaryotes (PERROCHIA ET AL., 2013, ET CE 
TRAVAIL DE THESE), il reste à comprendre comment t6A est synthétisée au niveau de la 
mitochondrie.  
La plupart des Eucaryotes présentent deux homologues de la famille Kae1/YgjD. L’une de 
ces versions, appelée Kae1 en référence à son nom chez S. cerevisiae, fait partie du 
complexe KEOPS et est proche de la version Archéenne. Les analyses phylogénétiques ont 
montré que l’autre version, que nous appellerons Qri7 en référence à son nom chez S. 
cerevisiae, est en revanche proche de la protéine YgjD bactérienne, plus précisément des 
orthologues présents chez les α-protéobactéries (HECKER ET AL., 2007, OBERTO ET AL., 2009). Cette 
proximité suggère une origine mitochondriale. Il a été effectivement montré 
expérimentalement chez plusieurs espèces (S. cerevisiae, C.elegans, A.thaliana, H.sapiens) 
que Qri7 est localisée dans la mitochondrie (OBERTO ET AL., 2009, HAUSSEHEL ET AL., 2009). La 
délétion ou l’inactivation de ce gène entraine de nombreux défaut mitochondriaux chez S. 
cerevisiae et C.elegans : perte de l’ADN mitochondrial, défauts métaboliques, morphologie 
mitochondriale anormale (OBERTO ET AL, 2009). Chez A.thaliana, la délétion de Qri7 provoque 
un arrêt de la croissance de la plante (HAUSSEHEL ET AL, 2009). Ces données indiquent que Qri7 
joue un rôle essentiel pour la mitochondrie.  Récemment, il a été montré que Qri7 est 
impliquée, tout comme ses homologues Eucaryotes et Bactériens, dans la biosynthèse de 
t6A. Un mutant ΔKae1 de S. cerevisiae présente une quantité résiduelle de t6A, alors qu’un 




































FIGURE III-1: Purification de la protéine Qri7-His de Saccharomyces cerevisiae 
 La souche d’expression E.coli Rosetta2(DE3)pLysS a été transformée avec le plasmide pET28a::ScQri7-His, puis une colonie isolée 
à servi à inoculer 1 Litre de TB OverNightExpress +. Après une nuit de croissance, la culture a été centrifugée, et les cellules ont 
été lysées par sonication à 4°C dans un tampon TrisHCl 50mM, pH8.0, NaCl 500mM, Glycérol 10%, β-mercaptoéthanol 5mM en 
présence d’inhibiteurs de protéase. La fraction soluble du lysat a été purifiée par une première étape de chromatographie 
d’affinité sur NiNTA suivi d’une seconde étape de filtration sur gel sur une colonne SuperDex 200 16/60. La quantité de protéine 
en sortie de colonne a été suivi par mesure de l’absorbance à 280nm. Les fractions d’élution ont été analysées sur SDS PAGE, et 
celles contenant la protéine pure ont été réunies et concentrées. L’absorbance de la solution protéique a été mesurée entre 
200nm et 1000nm.; 
A. Chromatogramme de filtration sur gel et analyse SDS-PAGE de la protéine Qri7-His purifiée. 




De plus, Qri7 peut remplacer fonctionnellement Kae1 pour la synthèse de t6A dans le 
cytoplasme chez S. cerevisiae si son signal d’adressage mitochondrial est délété (EL YACOUBI 
ET AL, 2011). Cette protéine  semble donc bien faire partie d’une machinerie de biosynthèse 
de t6A présente dans la mitochondrie. 
Cependant, la composition de cette machinerie mitochondriale est mystérieuse. En 
effet, aucun orthologue des protéines YeaZ et YjeE n’est détectable chez S. cerevisiae, et 
aucun des membres du complexe KEOPS n’a été localisé dans la mitochondrie par les études 
globales de protéomique. Ainsi, il semblerait que Qri7 puisse fonctionner sans l’aide des 
partenaires caractérisés au niveau des différentes machineries de biosynthèse de t6A. Afin 




Purification de Qri7 
Le gène codant la protéine Qri7 de S. cerevisiae, délété de la séquence codant les 27 
premiers acides aminés correspondant au signal d’adressage mitochondrial, a été cloné dans 
un plasmide d’expression, fusionné à une étiquette hexahistidine en position 3’ du gène, 
correspondant à l’extrémité C-terminale de la protéine. La protéine recombinante a été 
surexprimée dans une souche Rosetta2(DE3)pLys d’Escherichia coli. La protéine ainsi 
produite (notée Qri7(His)) d’une masse moléculaire de 42,5kDa, est retrouvée en très grande 
quantité dans la fraction soluble du lysat cellulaire et a été purifiée par une première étape 
de chromatographie d’affinité sur résine de nickel dans un tampon contenant 500mM de 
NaCl. Une seconde étape de filtration sur gel sur une colonne Superdex200 16/60 a permis 
de purifier jusqu'à homogénéité la protéine recombinante (FIGURE III-1A). Qri7(His) élue sous 
la forme d’un unique pic, à un volume de 74,16mL, correspondant à une masse moléculaire 
apparente d’environ 95 kDa, suggérant que cette protéine est sous forme dimérique en 
solution. 
Le spectre d’absorption de la protéine purifiée ne présente aucun maxima à 500nm, 
suggérant que cette protéine ne contient pas d’atome de Fer au niveau de son site actif, 




























FIGURE III-2 : Activité t6A de la protéine Qri7-His avec Sua5-His et YrdC-His 
Les protéines ont été incubées selon le protocole indiqué dans le Matériel et Méthodes, à 32°C 
pendant 40mn (A) ou à 37°C pendant 35mn (B).  
Les ARNt utilisés sont : ARNtLys(UUU) d’Escherichia coli, sur-exprimés in vivo (A) à une concentration de 
4,8µM (240pmol), et ARNtAsn (AAC) de Pyrococcus abyssi sur-exprimés in vivo (B) à une concentration de 
3,4 (170pmol) 
La présence (+) et les concentrations (entre parenthèse, en µM) des protéines utilisées sont indiquées 
dans les tableaux sous chaque graphe. 
A. Activité de Qri7-His et Sua5-His de S.cerevisiae.  





Qri7 et Sua5  de S. cerevisiae catalysent ensemble la synthèse de 
t6A 
Chez S. cerevisiae, un seul orthologue de Sua5 est détecté. Ainsi, cela suggère que la 
première étape de la biosynthèse de t6A, à savoir la production de TC-AMP, est réalisée par 
la protéine Sua5 au niveau mitochondrial, ou que l’intermédiaire est synthétisé dans le 
cytoplasme puis transféré dans la mitochondrie. Nous avons donc voulu savoir si Qri7 
pouvait assurer la catalyse de la seconde étape de la biosynthèse de t6A in vitro. 
 
L’incorporation de L-thréonine radiomarquée au Carbone 14 au niveau du matériel 
précipitable au TCA a été mesurée selon le protocole décrit précédemment, en présence 
d’ARNtLys(UUU) d’Escherichia coli, de la protéine purifiée Qri7(His), de la protéine purifiée 
Sua5(His) de Saccharomyces cerevisiae, de thréonineC14, de carbonate et d’ARNtLys(UUU) 
d’Escherichia coli, après une incubation à 32°C pendant 40mn. En parallèle, nous avons suivi 
dans les mêmes conditions l’incorporation de thréonine par le mélange Sua5 et KEOPS de S. 
cerevisiae comme référence. (FIGURE III-2A) 
La protéine Qri7 seule ne conduit à aucune incorporation de thréonine. En revanche, en 
présence de Sua5, on observe une incorporation importante de thréonine, qui dépend de la 
présence d’ATP. La quantité de C14L-thréonine incorporée par la combinaison Sua5+ Qri7 est 
similaire à celle incorporée par la combinaison Sua5+KEOPS dans les mêmes conditions, 
indiquant que l’efficacité des deux systèmes est comparable. Ayant montré précédemment 
que cette incorporation correspond à la formation de t6A au niveau des ARNt, nous avons pu 
calculer un rendement de modification d’ARNt d’environ 16% dans les conditions 
d’incubation testées, qui pourrait probablement être amélioré par une mise au point plus 
approfondie de ce système in vitro. 
Ainsi, ces résultats indiquent que la protéine Qri7 est capable de catalyser le transfert du 































FIGURE III-3: Suivi de l’activité ATPase de Qri7-His et Sua5-His de Saccharomyces 
cerevisiae   
Les différents composants indiqués (+/-) ont été incubés dans le tampon de réaction utilisé pour la réaction de synthèse de 
t6A in vitro, en présence d’ATP à une concentration de 100µM supplémenté de 1µCi d’ATP[αP32] dans un volume final de 
20µL. Après 30mn d’incubation à 32°C, 1µL du mélange réactionnel a été déposé sur une plaque PEI-cellulose, et les produits 
d’hydrolyse de l’ATP ont été séparés par chromatographie dans un solvant KH2PO4, 0,5M, pH3.5. 
La protéine Qri7-His se trouve à une concentration finale de 1µM dans les conditions 1, 2, 3, 4, et 6, et 10µM dans les 
conditions 2’ et 3’. 
La protéine Sua5-His est à une concentration de 10µM (5 et 6) 
L’ARNtLys(UUU) d’E.coli est à une concentration de 1µM (3,3’,4,5,6), la L-thréonine à une concentration de 100µM et le NaHCO3 





Qri7 et YrdC forment un système hétérologue fonctionnel de 
biosynthèse de t6A 
Différentes expériences de complémentations génétiques ont été effectuées chez E. coli 
afin de déterminer si Qri7 pouvait remplacer fonctionnellement la protéine YgjD, en utilisant 
des techniques d’inactivation différente et aboutissant à des résultats contradictoires 
(OBERTO ET AL., 2009, EL YACOUBI ET AL., 2011).  
Nous avons donc voulu vérifier si la protéine YrdC d’E. coli, l’orthologue bactérien de 
Sua5, et la protéine Qri7 de S. cerevisiae peuvent constituer ensemble un système 
fonctionnel de biosynthèse de t6A. Nous avons incubé ces deux protéines avec les différents 
composants de la réaction (en utilisant ici des ARNtAsn(xxx) de P. abyssi) à 37°C, correspondant 
à la température de croissance d’Ecoli.  En référence, nous avons également suivi 
l’incorporation de C14L-thréonine par le mélange YrdC+(YgjD+YjeE+YeaZ) (notées DEZ) incubé 
dans les mêmes conditions (FIGURE III-2B) 
Le mélange Qri7+YrdC conduit à l’incorporation de C14L-thréonine en quantité similaire à 




Qri7 peut utiliser comme substrat des ARNt de différentes 
espèces : 
Les deux expériences précédentes ont été réalisée avec des ARNt de séquences 
différentes : d’une part, l’ARNtLys(UUU) de Escherichia coli (FIGURE III-2A), et l’ARNtAsn(xxx) de 
Pyrococcus abyssi (FIGURE III-2B) d’autre part. Cela indique que les modalités de 
reconnaissance de cette protéine reposent sur des déterminants présents chez ces deux 
types d’ARNt, et semble comparable aux machineries Eucaryotes et Archéennes décrites 







































FIGURE III-4: Analyse de la fixation d’ARNt par Qri7-His, YgjD-His en retard sur gel de 
polyacrylamide en condition native. 
Un mélange contenant une concentration variable de protéine, 10nM d’ARNtLys(UUU) d’E.coli radiomarqué, dans un 
tampon TrisHCl 50mM, pH8.0, MgCl2 5mM, DTT 1mM, NaCl 100mM, glycérol 10% à un volume final de 10µL a été 
incubé pendant 15mn à 4°C. 2,5µL Après ajout de 2,5µL de tampon de dépôt, les complexes nucléo-protéiques ont été 
séparé par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide (19:1) 8%, TGE1X, 1mm d’épaisseur. Après 4 heures de 
migration à température ambiante sous une tension de 100V, le gel a été séché puis exposé une nuit sur un écran 
Phosphorscreen. 
A. Retard sur gel avec la protéine Qri7-His de Saccharomyces cerevisiae 





Qri7 n’utilise pas l’énergie d’hydrolyse de l’ATP pour la 
biosynthèse de t6A 
Dans tous les systèmes de biosynthèse de t6A décrits précédemment (chez E. coli, B. 
subtilis, S. cerevisiae et P. abyssi), la deuxième étape de la réaction est associée à une 
hydrolyse de l’ATP en ADP + Pi. Nous avons alors suivi par chromatographie sur couche 
mince la consommation d’ATP par la protéine Qri7 dans les conditions de synthèse de t6A, 
en présence ou en l’absence des différents composants de la réaction (FIGURE III-3) 
Dans tous les cas, aucune production d’ADP significative n’a été observée. Ainsi, la 
protéine Qri7 ne présente aucune activité ATPase associée à la biosynthèse de t6A. 
 
Qri7 présente une faible affinité pour les ARNt en retard sur gel, 
comparable à YgjD 
La catalyse de formation de t6A au niveau des ARNt implique la fixation de l’ARNt au 
niveau du site de transfert de l’intermédiaire TC. Nous avons donc suivi la fixation de Qri7 
sur des ARNt en retard sur gel. Une quantité croissante de protéine a été incubée avec une 
quantité fixe d’ARNt(Lys)UUU d’E .coli radiomarqué, dans un tampon contenant du magnésium 
et une concentration de 100mM de NaCl. Après incubation à température ambiante pendant 
15mn, les complexes nucléo-protéiques ont été séparés sur gel de polyacrylamide en 
conditions native. (FIGURE III-4A). On constate que la protéine Qri7 provoque un retard des 
ARNt détectable à  partir de 1µM de protéine, correspondant à un ratio protéine/ARNt élevé 
(100), ce qui indique une affinité relativement faible dans ces conditions et pour cette 
espèce d’ARNt. 
Nous avons également suivi la fixation de YgjD, l’orthologue  de Qri7 chez Escherichia coli, 


































Qri7 et Sua5 consituent la machinerie de biosythèse de t6A chez la 
mitochondrie 
Précédemment, nous avons montré que les orthologues de la famille universelle 
Sua5/YrdC sont impliqués dans la première étape de la voie de biosynthèse de t6A. 
(PERROCHIA ET AL., 2013), à savoir la production d’un intermédiaire de réaction TC-AMP. Il est 
donc raisonnable de penser que la machinerie de biosynthèse de t6A chez la mitochondrie 
implique également un orthologue de cette famille de protéine. Or, chez la Levure comme 
chez les autres Eucaryotes, un seul représentant de cette famille est présent, et n’a pour le 
moment jamais été détectée au niveau de la mitochondrie. L’intermédiaire TC-AMP produit 
par cette protéine étant relativement instable (entre 3 à 16mn in vitro à 37°C, LAUHON ET AL., 
2012), il semble donc peu probable qu’il puisse être produit au niveau cytoplasmique puis 
transféré dans la mitochondrie, où est localisée Qri7. Des résultats non publiés indiquent 
que la phase ouverte de lecture du gène Sua5 possède un codon d’initiation alternatif au 
codon d’initiation habituel, qui est à l’origine de la production d’une protéine possédant un 
signal d’adressage mitochondrial, et des expériences de localisation sub-cellulaire confirme 
la présence de Sua5 dans ce compartiment (Valérie de Crécy-lagard, communication 
personnelle).  Ce double adressage est retrouvé chez de nombreuses protéines Eucaryotes, 
notamment l’enzyme de modification Mod5 responsable de la synthèse de i6G37, qui est 
dirigée dans le cytoplasme ou dans la mitochondrie chez la Levure selon l’utilisation d’un 
codon alternatif d’initiation. (BOGUTA ET AL., 1994), et l’enzyme Trm5, responsable de la 
synthèse de m1G37 (LEE ET AL, 2007). Ces résultats et nos données in vitro indiquent donc que 
la machinerie de synthèse de t6A chez la mitochondrie est un système mixte à deux 
composants, constitué de la protéine Eucaryote Sua5 et de la protéine d’origine 
mitochondriale Qri7, et que la synthèse de t6A au niveau des ARNt mitochondriaux a lieu 
dans ce compartiment. 
 
La plupart des Eucaryotes possèdent un orthologue mitochondrial de la protéine Qri7 
(OBERTO ET AL., 2009). De manière intéressante, l’orthologue de Sua5 chez l’Homme, appelé 
IRIP, présente un signal mitochondrial identifiable (ANNOTATION ISSUE DE LA BANQUE DE DONNEE 
UNIPROT). Le même mécanisme de double adressage pourrait donc être à l’œuvre chez 
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l’Homme. Ainsi, le modèle de machinerie mitochondriale de biosynthèse de t6A que nous 
avons mis en évidence chez S. cerevisiae semble pouvoir être généralisable à l’ensemble des 
Eucaryotes. 
La délétion ou l’inactivation de Qri7 chez S. cerevisiae, C. elegans et A. thaliana provoque 
différents phénotypes associés à de sévères défauts mitochondriaux. La mise en évidence 
direct du rôle de Qri7 dans la biosynthèse de t6A suggère que ces phénotypes sont 
probablement dus à l’absence de cette modification au niveau des ARNt mitochondriaux.  
 
La mitochondrie : un modèle simplifié pour l’étude du rôle in vivo 
de t6A. 
A l’issue de cette étude et des études précédemment citées, les machineries de synthèse 
de t6A dans les différents domaines du vivant sont maintenant clairement identifiées. Tout 
comme pour la mitochondrie, la délétion des composants de ces machineries, chez 
différentes organismes,  provoque une pléiotropie de phénotypes, allant de la mort de 
l’organisme à d’importantes perturbations de certains processus cellulaires.  (OBERTO ET AL, 
2009, HAUSSUEHL ET AL., 2009), probablement dus à l’absence de t6A. 
Chez S. cerevisiae, il a en effet été montré que l’absence de t6A engendrée par la délétion 
de Kae1 et Sua5 provoque des initiations de traduction alternatives et une augmentation de 
la fréquence de décalage du cadre de lecture au niveau des codons ANN et un (EL YACOUBI ET 
AL., 2011, DAUGERON ET AL., 2012). Cela suggère que seuls certains gènes doivent être 
particulièrement affectés par l’absence de t6A au niveau des ARNt. Le lien entre les 
phénotypes observés chez les mutants KEOPS/DEZ/Qri7/Sua5/YrdC et les conséquences de 
l’absence de t6A requiert donc une recherche systématique de ces gènes en question parmi 
les milliers de gènes présents dans le génome des Eucaryotes, des Bactéries et des Archées. 
Une approche a été initiée in silico (basé sur la richesse en codon ANN) (EL YACOUBI ET AL., 
2011) et pointe une multitude de candidats potentiels. 
Or, le génome mitochondrial de S. cerevisiae ne contient que 30 gènes qui sont traduits 
par la machinerie de traduction mitochondriale (FOURY ET AL., 1998). Cet organite représente 
donc un modèle simplifié pour étudier les conséquences traductionnelles liées à l’absence 
de t6A. Notre étude démontrant l’implication directe de Qri7 dans la biosynthèse de ce 
nucléoside, il sera maintenant possible de faire un lien entre les phénotypes observés par la 
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délétion de cette protéine et les gènes mitochondriaux dont l’expression est affectée par 
l’absence de t6A. Cette compréhension pourra servir de modèle pour cibler de manière plus 
précise les gènes dont l’expression dépend de la présence de t6A chez les Eucaryotes et chez 
les Bactéries, respectivement. 
Chez l’Homme, de nombreuse maladies graves, notamment neurodégénératives, 
sont associées à des dysfonctionnements de la mitochondrie (appelées maladies 
mitochondriales), mais leur origine exacte n’est pas toujours connue (HOWEL, ET AL., 1999). Un 
très grand nombre de ces maladies sont associées à des mutations ponctuelles au niveau des 
ARNt mitochondriaux et récemment, il a été montré que deux pathologies mitochondriales 
majeures étaient causées par une telle mutation, conduisant à l’absence de la modification 
5-taurinomethyluridine en position 34 de l’ARNtLeu, provoquant des erreurs de traduction au 
niveau de la mitochondrie (SUZUKI ET AL., 2011). Connaissant le rôle essentiel de que doit jouer 
t6A dans la traduction, il est très probable que certaines mutations au niveau des ARNt mt 
conduisant à l’absence de t6A puisse mener à des pathologies similaires. Il est donc 
indispensable de comprendre les déterminants moléculaires au niveau de l’ARNt qui 
permettent à Qri7 de reconnaitre son substrat. Cette compréhension pourrait permettre 
d’identifier les mécanismes moléculaires à l’origine de certaines pathologies 
mitochondriales. La recherche de mutations au niveau d’OSGL (Qri7), qui pourraient 
conduire à une protéine non fonctionnelle ou anormale et entrainer un défaut de t6A au 
niveau des ARNt mt, est également une voie à explorer dans la compréhension des maladies 
mitochondriales. 
 
Qri7 représente un modèle simplifié pour l’étude de la machinerie 
de la synthèse de t6A. 
Nos résultats indiquent que la protéine Qri7 réalise à elle seule la seconde étape de la 
réaction, à savoir le transfert du TC-AMP sur l’ARNt. Or, les machineries Bactérienne, 
Eucaryote et Archéenne qui réalisent cette étape (respectivement DEZ et KEOPS) sont des 
assemblages multiprotéiques, dépendant de l’interaction mutuelle de leurs composants, et 
qui présentent une activité d’hydrolyse de l’ATP, rendant la résolution du mécanisme 




La protéine Qri7 peut donc servir de modèle simplifié pour la compréhension de certaines 
modalités de ce mécanisme catalytique, grâce à sa caractérisation structurale et 
biochimique. Nous avons ainsi montré que Qri7  n’hydrolyse pas l’ATP, confirmant que cette 
activité n’intervient pas directement dans le mécanisme catalytique de formation de t6A lors 
de la seconde étape de la réaction. Ainsi, comme nous l’avons suggéré précédemment 
(PARTIE II), l’hydrolyse de l’ATP par KEOPS/DEZ doit jouer un rôle dans la régulation de leur 
activité (formation des interactions interprotéiques pour DEZ, interaction avec l’ARNt pour 
KEOPS). 
 
Le transfert du TC-AMP implique également que Qri7 puisse à elle seule fixer l’ARNt. De 
manière surprenante, nos premiers essais en retard sur gel indiquent que Qri7 présente une 
faible affinité pour les ARNt. Cela suggère que Qri7 ne forme pas nécessairement un 
complexe ARNt/protéine stable et isolable par retard sur gel dans ces conditions, mais forme 
plutôt une association dynamique et transitoire. En revanche, dans les mêmes conditions, le 
complexe KEOPS de P.abyssi se fixe très fortement aux ARNt et forme un complexe nucléo-
protéique stable et isolable (Perrochia et al, 2013). Nous avons suggéré précédemment 
(PARTIE II) que l’hydrolyse de l’ATP par Bud32, le partenaire de Kae1, ait pour rôle le 
relarguage de l’ARNt. Le fait que Qri7 n’ait pas de partenaire équivalent et forme une 
association transitoire avec les ARNt semble confirmer notre hypothèse. Au contraire, YgjD 
présente une affinité comparable à celle de Qri7 en retard sur gel. Il se pourrait donc que la 
machinerie bactérienne interagisse également de manière transitoire avec l’ARNt, 
contrairement aux machineries Eucaryote/Archéenne. Des mécanismes différents vis-à-vis 
de l’interaction avec l’ARNt semblent exister entre les différentes machineries de synthèse 
de t6A, et l’étude comparative des machineries pourrait permettre de les comprendre. 
 
La question de la discrimination des ARNt est également un point crucial. Tout comme 
pour la fixation, la protéine Qri7 doit pouvoir à elle seule reconnaitre les ARNt substrats. 
Nous avons montré que Qri7 peut modifier au moins deux espèces d’ARNt différents.  Il est 
nécessaire de tester d’autres types d’ARNt, notamment mitochondriaux, pour évaluer 
l’efficacité de la réaction en fonction du substrat et déterminer précisément ses modalités 
de reconnaissance. Il serait alors également intéressant d’identifier, par étude structurale, 
mutationnelle ou cross-linking, les résidus engagés dans l’interaction entre Qri7 et l’ARNt, ce 
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qui permettrait d’établir un modèle extrapolable pour les orthologues YgjD et Kae1 s’il s’agit 
de résidus conservés. 
Cependant, on peut également suggérer que les déterminants reconnus par Qri7 ne sont 
pas les mêmes que ceux reconnus par les machineries bactériennes ou eucaryote et 
archéennes. En effet, l’ARNtSer(GCU) mitochondrial de mammifère (dont l’Homme) ne présente 
pas de boucle D, alors qu’il porte t6A (ARCARI ET AL., 1980). Or, chez les Eucaryotes (le Xénope), 
il a été montré que la présence de cette boucle est nécessaire à la reconnaissance de la 
machinerie cytoplasmique (MORIN ET AL., 1998). La protéine Qri7 pourrait donc avoir au moins 
en partie des modalités de reconnaissance différentes des autres machineries. 
 
Qri7, une version de YgjD améliorée 
L’étude phylogénétique montre que Qri7 présente une assez grande proximité avec YgjD, 
en raison de son origine évolutive (HECKER ET AL., 2007). Nous avons montré que la protéine 
Qri7 présente également au niveau biochimique des points communs avec YgjD par rapport 
à Kae1 : elle se trouve sous forme dimérique en solution comme YgjD (HANDFORD ET AL., 2009, 
ET DONNEES NON PUBLIEES), ne semble pas présenter de fer au sein de son site actif (YgjD 
comporte un atome de zinc qui n’est pas détectable pas spectrométrie), et présente une 
affinité en gel retard comparable. On peut donc se demander quelles sont les 
caractéristiques qui permettent à Qri7 de fonctionner seule, alors que YgjD nécessite la 
présence stricte de ses partenaires. Pour répondre à cette question, il serait intéressant de 
comparer les séquences des différents orthologue de Qri7 de manière exhaustive chez les 
Eucaryotes (dont la liste a été dressée par OBERTO ET AL., 2009) afin de déterminer 
particularités de séquence qui les différencient du groupe d’orthologues des protéines YgjD. 
Si de telles différences sont identifiables, il serait alors envisageable par différentes 
mutations de « transformer » une protéine YgjD en pseudo-Qri7 pouvant fonctionner sans 
l’aide de ses partenaires (Z et E). De manière intéressante, certains Mycoplasmes semblent 
ne pas posséder d’orthologue des protéines YjeE et YeaZ (OBERTO ET AL., 2013). On peut alors 
se demander si chez ces organismes, la protéine YgjD fonctionne seule, à l’instar de Qri7 
chez la mitochondrie. Ainsi, l’étude des ces systèmes minimalistes permettrait de mieux 
comprendre le rôle des partenaires de YgjD, qui reste encore incompris, et de reconstituer le 
scénario évolutif des machineries de synthèse de t6A, dont nous parlerons par la suite. 
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La fin des débats sur la complémentation entre YgjD et Qri7 chez 
E. coli ? 
Avant que ne soit déterminé le rôle direct de YgjD et Qri7 dans la biosynthèse de t6A, des 
expériences de complémentation génétique ont été menées chez E. coli pour savoir si ces 
deux orthologues étaient fonctionnellement équivalents. La protéine YgjD étant essentielle 
chez E. coli (ARIGONI ET AL., 1998), une méthode d’inactivation conditionnelle de ce gène est 
nécessaire. Oberto et al et El Yacoubi et al ont utilisé respectivement deux systèmes 
génétiques différents pour mener ces expériences, en inactivant conditionnellement le gène 
ygjD et en apportant une copie du gène qri7. Dans le système de Oberto et al (système A), 
l’expression de qri7 complémente l’inactivation de ygjD (OBERTO ET AL., 2009) ;  au contraire, El 
yacoubi et al n’observent pas complémentation de YgjD par Qri7 dans leur système (système 
B). (EL YACOUBI ET AL., 2011). Ces systèmes présentent deux différences majeures, qui peuvent 
chacune fournir des explications à ces résultats opposés: 
  dans le système A, le gène ygjD est sous contrôle du promoteur pBAD, alors que dans le 
système B, ygjD est sous contrôle du promoteur pTET. Il a été suggéré que la 
complémentation observée dans le système A soit due à une fuite du promoteur pBAD, 
moins stringente que l’inactivation induite par le promoteur pTET (EL YACOUBI ET AL., 2011) 
 dans le système A, la protéine Qri7 exprimée est délétée de ses 27 premiers acides 
aminés (correspondant au signal d’adressage mitochondrial), alors que dans le système B, 
la version de Qri7 est délétée de 30 acides aminés. Il se pourrait donc que la présence de 
3 acides aminés supplémentaires dans le système B engendre une protéine non 
fonctionnelle, expliquant l’absence de complémentation observée. 
La protéine Qri7 que nous avons purifiée correspond à la version employée par Oberto et 
al, délétée de 30 premiers acides aminés. Nous avons montré que cette protéine, in vitro, 
forme un système de biosynthèse de t6A viable avec YrdC à 37°C, dont l’efficacité est 
comparable à la machinerie bactérienne complète. Ce résultat suggère donc que Qri7 
exprimée dans E. coli est potentiellement capable de modifier les ARNt en t6A, donc de 
remplacer fonctionnellement la perte de YgjD, et confirme le résultat d’Oberto et al. Pour 
expliquer le résultat négatif du système génétique de El yacoubi et al., il serait nécessaire de 
purifier une protéine délétée de ses 27 premiers acides aminés et de vérifier sa capacité à 
catalyser la synthèse de t6A.  
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Ces expériences de génétique avaient pour but initial de comprendre le rôle des 
protéines YgjD/Qri7 et leur équivalence. Grâce aux différentes études biochimiques (DEUTSCH 
ET AL., 2012, LAUHON ET AL., 2012 ET NOS RESULTATS), il a été prouvé  YgjD et Qri7 ont effectivement 
le même rôle (catalyse de la seconde étape de biosynthèse de t6A), mais ne fonctionnent pas 
de la même manière. Le débat engendré par les expériences de complémentation relève 
donc probablement de différences techniques et n’apparait plus aussi déterminant dans la 
compréhension de la fonction de Qri7 et YgjD. 
 
Une machinerie de synthèse de t6A chez les plastes ? 
Les plastes sont une autre catégorie d’organite présents chez différents groupes 
d’Eucaryotes (algues brunes, algues rouges, lignée verte, autres eucaryotes unicellulaire). Les 
plastes de la lignée verte, tout comme la mitochondrie, sont issus d’une endosymbiose 
primaire entre un Eucaryote (possédant déjà une mitochondrie) et une bactérie, semblable 
aux cyanobactéries actuelles (SAGAN L. 1967). Du fait de cette origine et de ce statut 
d’organite, les plastes présentent de nombreux points communs avec les mitochondries. Ils 
ont été soumis à une évolution réductrice comparable, caractérisé par une perte de gènes, 
un transfert de gène vers le génome nucléaire, et la mise en place de mécanisme de 
réadressage. Le plaste de l’espèce modèle Arabidopsis thaliana possède un génome très 
réduit : 154 kb, codant 87 gènes protéiques, 4 ARNr, et un set complet de 30 ARNt 
représentant les 20 acides aminés du code génétique (SUSHEI ET AL., 1999). Ces organites 
possèdent une machinerie de traduction fonctionnelle de type bactérien (LYSKA ET AL. 2012), 
et les banques de données indiquent que la modification t6A est présente au niveau des 
ARNt plastidiens (MACHNICKA ET AL., 2013 -MODOMICS). On peut donc s’attendre à la présence 
d’une machinerie de synthèse de t6A au sein des plastes. Certaine données protéomiques 
semblent indiquer la présence d’orthologue de YrdC et de YgjD/Kae1 au niveau des plastes 
(PLANT PROTEOMICS DATABASE , SUN ET AL., 2009), mais aucune étude établissant clairement cette 
présence n’a été publié pour le moment. Ainsi, la machinerie t6A du plaste représente 







La mitochondrie est au cœur de très nombreuses études, car elle joue un rôle majeur 
dans la cellule eucaryote, au niveau du métabolisme oxydatif, de diverses voies 
métaboliques (cycle de l’urée par exemple) mais aussi les mécanismes d’apoptose. De très 
nombreuses maladies, notamment des maladies neurodégénératives graves sont associées à 
des dysfonctionnements de cet organite, et plus précisément à des mutations au niveau des 
ARNt mitochondriaux. Nos résultats ouvrent des voies potentielles quant à la 
compréhension de l’origine moléculaire de certaines de ces pathologies, qui pourraient être 
liée à l’absence t6A. La caractérisation détaillée des modalités de fonctionnement de sa 
machinerie de synthèse est donc un enjeu primordial. 
La mitochondrie, en tant que descendante d’une bactérie, est également très étudiée 
d’un point de vue évolutif. De manière intéressante, l’évolution réductrice qu’elle a connue 
semble se refléter dans sa machinerie de biosynthèse de t6A, qui ne comprend aujourd’hui 
que deux composants, les protéines Qri7 et Sua5, alors que les autres machineries 
fonctionnent avec au minimum 4 protéines différentes. Le maintient d’une machinerie de 
synthèse de t6A, même réduite, traduit l’importance majeure que doit jouer ce nucléoside 
dans tous les systèmes de traduction actuels. Cependant, cette évolution réductrice ne 
signifie pas que la protéine Qri7 est « dégénérée » par rapport à son orthologue bactérien : 
au contraire, nos résultats montrent qu’elle est capable de catalyser à elle seule une réaction 
qui nécessite la présence stricte de plusieurs partenaires dans les autres systèmes. Ainsi, 
l’étude de cette machinerie particulière permet non seulement de servir de modèle simplifié 
du point de vue biochimique, mais permet aussi des proposer et d’imaginer des scénarios 
intéressants quant à l’histoire évolutive des différentes systèmes de synthèse de t6A.  
 
Nous allons maintenant aborder ces aspects évolutifs dans une conclusion générale, 
après bref rappel de l’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thèse, pour finir sur 
























































Rappel de l’ensemble des résultats 
Nous avions l’objectif de répondre à plusieurs questions. La première d’entre elles 
était la suivante: chez les Archées et les Eucaryotes, quels sont les composants de la 
machinerie de synthèse de t6A ? Les études génétiques avaient pointé le rôle de Sua5 et 
Kae1 chez S.cerevisiae, et le rôle probable des partenaires de Kae1 au sein du complexe 
KEOPS, sans pour autant apporter une démonstration directe. Nous avons donc choisi une 
approche biochimique in vitro, et avons montré que cette machinerie est formée de la 
protéine Sua5 et du complexe KEOPS chez P. abyssi et S. cerevisiae. Ce travail a permis 
d’éclairer le mécanisme de cette réaction, et de proposer un premier modèle de biosynthèse 
de t6A chez ces organismes. Nous avons pu montrer que les deux composants (Sua/YrdC 
d’une part, et KEOPS/DEZ d’autre part) issu des trois machineries Archéenne, Bactérienne, et 
Eucaryote sont interchangeables in vitro, indiquant d’une part que les orthologues de 
Sua5/YrdC ont le même rôle, et que le complexe KEOPS et le complexe DEZ sont des 
analogues fonctionnels.  
Ayant montré que Kae1 ne suffit pas à elle seule à synthétiser t6A aux côtés de Sua5, 
nous avons donc tenté de répondre à la question suivante : quel est le rôle des sous-unités 
du complexe KEOPS ? Nous avons montré que chacune des sous-unités de KEOPS, chez P. 
abyssi, est nécessaire pour une activité optimale, et qu’un réseau d’interactions mutuelles 
est à l’œuvre au sein de ce complexe. Basé sur nos résultats et des données disponibles dans 
la littérature, il apparait que la protéine Kae1 est le site de fixation de l’intermédiaire TC-
AMP produit par Sua5 et est responsable du transfert du groupement TC sur l’ARNt. Sa 
partenaire, la protéine Pcc1, est impliquées aux coté de Kae1 dans la fixation, voire dans la 
reconnaissance de l’ARNt. De son côté, la protéine Cgi121, facteur accessoire, semble jouer 
le rôle de chaperonne pour stabiliser l’ensemble du complexe, et activer sa partenaire : 
Bud32. Cette dernière protéine, régulée également par son interaction avec Kae1, est une 
ATPase dont l’activité d’hydrolyse est essentielle à l’activité de synthèse de t6A par le 
complexe KEOPS. Nos données suggèrent que Bud32 fonctionne comme un interrupteur 
moléculaire dont l’activité ATPase qui joue un rôle dans l’interaction entre KEOPS et le 
substrat ARNt. Ainsi, un mécanisme complexe et hautement contrôlé est à l’œuvre au sein 




























FIGURE C-1 : Représentation schématique des différentes machineries de synthèse de t6A des 
espèces modèles P. abyssi (Archée), S. cerevisiae (Eucaryote) et E. coli (Bactérie) 
S=Sua5, C(rose)= YrdC,  K=Kae1, P= Pcc1, B= Bud32, C(vert)=Cgi121, Z=YeaZ, E=YjeE, Q= Qri7 , G= Gon7 (uniquement 
chez les Champignons). Le rond rose sur S symbolise la présence du domaine SUA5-C terminal. 
TC-AMP= thréonyl-carbamoyl-AMP, CT= N6thréonylcarbamoyl greffé sur l’adénosine 37 de l’ARNt 
Le rond rouge au niveau de K représente l’atome de fer au sein du site actif, le rond vert au niveau de D (et Q)  
l’atome de zinc. L’effet stimulant du manganèse sur la réaction retrouvé pour les machineries de P. abyssi et S. 
cerevisiae (cytoplasmique) est indiqué. La flèche grise correspondant à l’hydrolyse de l’ATP dans le système E. coli 
indique que la protéine responsable de cette activité n’est pas déterminée. 
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Après avoir caractérisé cette machinerie présente chez les Archées et les Eucaryotes 
au niveau cytoplasmique, une question restait en suspens : comment est synthétisée t6A 
chez la mitochondrie ? Nos résultats, en accord avec des résultats de localisation (publiés 
pour Qri7 et non publiés pour Sua5) ont montré que chez cet organite, la machinerie de 
synthèse est formée de seulement deux protéines : la protéine Sua5 et la protéine Qri7, 
orthologue de YgjD/Kae1. Nous avons ainsi montré que cette machinerie mitochondriale est 
un système minimaliste, qui ne requiert pas l’intervention de partenaires spécifiques, et 
dont l’étude offre un modèle simplifié pour la compréhension du mécanisme de biosynthèse 
de t6A. 
A l’issue de ces travaux, il est donc possible d’établir un parallèle entre les machineries de 
biosynthèse de t6A de l’Archée Pyrococcus abyssi, de l’Eucaryote Saccharomyces cerevisiae, 
des Bactéries Escherichia coli et Bacillus subtilis, et de la mitochondrie de S.cerevisiae (FIGURE 
C-1). Ce parallèle permet d’identifier les caractères universels qui unissent ces différentes 
machineries, mais aussi les éléments qui les distinguent, permettant de proposer des 
scénarios évolutifs pour retracer leurs histoires respectives et communes (FIGURE C-2) 
 
Scénario de l’histoire évolutive de la machinerie de 
synthèse de t6A 
Un système universel, mais une évolution convergente : 
Depuis la découverte de t6A à la fin des années 1960, de nombreuses études 
structurales et biochimiques ont montré que la présence de ce nucléoside au sein de l’ARNt 
doit jouer un rôle majeur à la fois dans l’efficacité et la fidélité de la traduction, et 
l’identification récente de sa voie de biosynthèse permet maintenant de confirmer ce rôle in 
vivo. t6A37 est l’une des rares modifications d’ARNt véritablement universelles, ce qui 
renforce l’idée qu’il s’agit d’un élément fondamental du système de traduction moderne. 
La caractérisation des machineries de biosynthèse de t6A chez les différents 
domaines du vivant montre que ce sont deux protéines universelles, YrdC et Kae1/YgjD, qui 
sont responsables de cette réaction, mais que des partenaires spécifiques non universels 




























FIGURE C-2 : Scénario hypothétique de l’évolution de la machinerie de biosynthèse de t6A 
dans les trois domaines du vivant 
L’explication est donnée dans le texte. X= version ancestrale de K/D/Z/Q, S=Sua5/YrdC, K=Kae1, P= Pcc1, 




composants [Sua5+Qri7] chez la mitochondrie indique qu’il est possible que le dernier 
ancêtre commun de tous les organismes, LUCA, possédait lui aussi un système ancestral à 
deux composants uniquement [YrdC+Kae1/YgjD] qui était déjà fonctionnel. Basé sur ces 
données, nous pouvons donc proposer que LUCA avait déjà des ARNt portant le nucléoside 
t6A et, selon cette hypothèse, un système traductionnel semblable au système moderne, 
effectuant une traduction fidèle et efficace. 
L’apparition des autres composants aurait par la suite permis une amélioration de 
l’efficacité de la synthèse de t6A, renforçant la vitesse de catalyse, le rendement, et/ou la 
sélectivité des ARNt à modifier, et conférant un avantage sélectif certain. Ce scénario reflète 
ainsi un cas d’évolution convergente concernant les machineries de synthèse de t6A 
moderne: la protéine Kae1/YgjD aurait acquis au cours de l’évolution des partenaires non 
homologues dans les lignées Bactéries d’une part, et Eucaryotes/Archées d’autre part, 
permettant dans les deux cas une amélioration du système initial à l’aide de deux stratégies 
différentes. 
L’étude comparative de ces machineries, et la compréhension exacte du rôle de chaque 
composant permet donc l’élaboration de scénarios sur l’histoire évolutive de cette voie de 
biosynthèse et de retracer l’état et le devenir des différentes stades ancestraux de ces 
machineries. Le scénario global que nous proposons peut être détaillé grâce à certaines 
observations et données dont nous disposons. 
 
 « La simplicité est la sophistication extrême » (Leonard de Vinci) – 
le cas de la mitochondrie : 
Toutes les Bactéries actuelles (à l’exception des Mollicutes, qui constituent un cas 
particulier) possèdent les 4 composants  [YrdC, YgjD, YjeE et YeaZ] (OBERTO ET AL, 2013). On 
peut donc supposer que ces 4 protéines aient été présentes chez le dernier ancêtre commun 
bactérien (LBCA), qui a donné naissance aux différentes lignées modernes, dont les α-
protéobactéries. Or, les études de phylogénie moléculaires ont montrées que la 
mitochondrie des Eucaryotes actuels descend d’un même ancêtre issu de cette lignée 
bactérienne (Andersson et al, 2003). Ainsi, au moment du processus d’endosymbiose, 
l’ancêtre mitochondriale devait posséder également une machinerie à 4 composants.  
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Pourtant, toutes les mitochondries ne présentent actuellement plus que YgjD (évoluée en 
Qri7) comme relique de cette machinerie (OBERTO ET AL., 2009) 
La version YrdC a été probablement remplacée par son orthologue eucaryote, tandis que 
les protéines YeaZ et YjeE ont été perdues. Cette perte a du se produire parallèlement à des 
modifications dans la séquence d’YgjD, lui permettant de fonctionner sans l’aide de 
partenaires. Ainsi, la mitochondrie traduit un phénomène de simplification, par un passage 
d’un système complexe (chez l’ancêtre) vers un système simplifié moderne et fonctionnel. 
Ce phénomène semble avoir également eu lieu chez certaines Mollicutes, où seules YrdC et 
YgjD sont détectables (OBERTO ET AL., 2013). La résistance de la machinerie de synthèse de t6A 
à la perte implique que ce nucléoside modifié, une fois acquis au cours de l’évolution, a du 
représenter un avantage sélectif majeur et devenir strictement indispensable au 
fonctionnement correcte de la machinerie de traduction de la cellule. 
 
Le fait que toutes les mitochondries ne possèdent plus que YgjD (transformée en Qri7) 
suppose également que les évènements de perte de YeaZ et YjeE et d’adaptation de YgjD se 
soient produits avant la divergence des lignées Eucaryotes actuelles, confortant l’idée qu’un 
temps relativement long s’est déroulé entre l’évènement d’endosymbiose primaire et la 
divergence des Eucaryotes, comme l’étude du ribosome mitochondrial le suggère. (DESMOND 
ET AL, 2011.). 
 
Chez les Bactéries : d’un homodimère à un hétérodimère 
La protéine YgjD et YeaZ actuelles forment chacune des homodimères en solution 
(HANDFORD, ET AL., 2009, ET DONNEES NON PUBLIEES), et la protéine YeaZ est un paralogue d’YgjD 
(HECKER ET AL. 2007), qui a perdu certains éléments structuraux de son site catalytique 
(NICHOLS ET AL., 2005, HECKER ET AL, 2007). De plus, l’hétérodimère YeaZ/YgjD présente une 
interface spécifique d’une espèce à l’autre (RAJAPOLA ET AL., 2011) et les expériences de 
complémentation montrent que ces deux protéines se comportent comme une seule unité 
fonctionnelle (EL YACOUBI ET AL., 2011). Nous pouvons donc proposer le scénario suivant : chez 
la lignée ayant donné naissance à LBCA (l’ancêtre commun à toutes les lignées bactériennes 
actuelles), la protéine YgjD fonctionnait seule sous forme d’homodimère (aux cotés de YrdC 
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pour la première étape). Le gène codant cette protéine aurait alors été dupliqué, et l’une des 
versions aurait divergé, n’étant plus soumis à la pression de sélection, pour aboutir à la 
protéine YeaZ dépourvu d’activité catalytique. Cette nouvelle version aurait conservé la 
capacité de se dimériser, permettant la formation d’un couple hétérodimérique YeaZ/YgjD 
au sein de la cellule. Ce couple aurait pu être plus efficace qu’un couple homodimérique 
pour la synthèse de t6A, et aurait alors co-évolué en une unité fonctionnelle dans chaque 
lignée bactérienne, renforçant la spécificité de leur interface. La troisième protéine, YjeE, qui 
a du également apparaître avant la divergence des lignées bactériennes, a pu être recrutée 
par le couple DZ et fournir un mécanisme de contrôle ou de régulation, et augmentant 
encore l’efficacité globale du système de synthèse de t6A.  
 
Du côté des Archées et des Eucaryotes… 
Presque tous les génomes Eucaryotes et Archées présentent les gènes identifiables du 
complexe KEOPS actuel Pcc1, Bud32, Cgi121. De plus, ces composants interagissent de la 
même façon chez S. cerevisiae, H. sapiens et P. abyssi, des organismes phylogénétiquement 
éloignés. Cela implique que l’apparition de ces partenaires et la spécialisation de leurs 
interactions sont des événements très anciens, survenus avant la divergence des lignées 
ayant donné naissance d’une part aux Archées et d’autre part aux Eucaryotes. Le 
recrutement de ces partenaires par Kae1 aurait également, à l’image du système Bactérien, 
permis d’améliorer l’efficacité de synthèse de t6A. 
De manière intéressante la protéine Kae1 de P. abyssi ne forme pas de dimère (HECKER 
ET AL. 2007), contrairement aux sous-complexe Pcc1-Kae1 et au complexe KEOPS complet 
fonctionnel (NOS DONNEES, MAO ET AL, 2008, COSTESSI ET AL., 2012). Chez les autres machineries 
actuelles, on constate que Qri7, qui fonctionne seule, est dimérique en solution, et le couple 
YgjD/YeaZ est un hétérodimère, probablement comme on l’a vu issu d’un état 
homodimérique ancestral. Il semble donc que l’état dimérique soit une caractéristique 
commune à ces machineries: la protéine YgjD/Kae1 de LUCA était elle  également 
dimérique ? Si c’est le cas, chez les Archées et les Eucaryotes, la protéine Kae1 aurait alors 
perdu sa capacité à se dimériser seule, Pcc1 jouant ce rôle. Cette protéine aurait donc pu 
274 
 
être recrutée par sa capacité à se dimériser, mais aussi peut être pour son affinité pour les 
ARNt. 
L’histoire évolutive de Bud32, enfin, est également intéressante. Cette protéine, 
classée comme une kinase atypique (STOCCHETTO ET AL, 1997), est très proche d’une autre 
famille de kinase atypique, les Rio kinases (Leonard et al, 1998). Cette famille est retrouvée 
chez les Eucaryotes, chez les Archées mais aussi chez les Bactéries (LARONDE ET AL, 2005, ESSER 
ET AL, 2013) Plusieurs caractéristiques unissent Bud32 et les Rio: elles sont dépourvues de 
certaines éléments caractéristiques des kinases eucaryotes actuelles (qui permettent 
notamment la reconnaissance du substrat), mais peuvent néanmoins s’autophosphoryler in 
vitro et phosphoryler de manière aspécifique certains substrat. De plus, elles sont impliquées 
dans le métabolisme des ARN : ARNt pour le cas de Bud32, particule ribosomale dans le cas 
des Rio (ESSER ET AL, 2013). Récemment, il a été montré que Rio2 fonctionne en réalité comme 
une ATPase (FEIRRERA CERCA, 2012), dont l’hydrolyse de l’ATP assure un contrôle de la 
maturation. Nos résultats indiquent un comportement similaire pour Bud32, et l’activité 
phosphotransférase observée in vitro ne semble donc pas liée à la fonction biologique de ces 
protéines, et pourrait être seulement une activité « aspécifique ». 
Ces différents éléments permettent de proposer un scénario évolutif pour cette 
grande famille de protéine. Chez LUCA, une version ancestrale d’ATPase-Rio existait déjà, 
impliquée dans la maturation du ribosome. Chez les Bactéries, cette version a donné 
naissance aux Rio actuelles bactériennes. Chez la lignée Archées/Eucaryotes, cette ATPase 
ancestrale aurait été dupliquée pour donner naissance à deux familles : d’une part Bud32, 
qui aurait alors été recrutée spécifiquement par Kae1 au niveau des ARNt dans la voie de 
synthèse de t6A, apportant un élément de régulation avantageux, et d’autre part les Rio, qui 
auraient conservé leur rôle dans la biogénèse du ribosome.  Enfin, dans la lignée Eucaryote 
spécifiquement, une sous-famille de Rio kinase aurait acquit des nouveaux éléments 
structuraux, permettant de rendre l’activité phosphotransférase spécifique et fonctionnelle, 
et donner naissance aux kinases eucaryotes actuelles. 
Ces scénarios évolutifs proposés sont basés sur l’observation des systèmes actuels. Ne 
disposant pas de machines à remonter dans le temps, ils ne représentent qu’une des 
histoires possibles et envisageables. Nous avons proposé une machinerie minimale de 
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biosynthèse de t6A chez LUCA avec deux composants, YrdC et Kae1. Il est possible que ce 
système ait été en réalité déjà plus complexe, comportant d’autres composants. Par 
exemple, les membres du complexe KEOPS aurait pu être présents aux cotés de Kae1, et 
perdus par la suite dans la lignée ayant donnée naissance aux Bactéries pour être remplacé 
par les protéines YeaZ et YjeE. Afin de renforcer les scénarios les plus probables, la 
caractérisation détaillée des machineries, de leur fonctionnement, et du rôle exact de 



















La biosynthèse de t6A, entre universalité et variabilité 
A l’issue de ces travaux, il est donc possible d’établir un parallèle entre les machineries de 
biosynthèse de t6A de l’Archée Pyrococcus abyssi, de l’Eucaryote Saccharomyces cerevisiae, 
des Bactéries Escherichia coli et Bacillus subtilis, et de la mitochondrie de S.cerevisiae. Ce 
parallèle permet d’identifier les caractères universels qui unissent ces différentes 
machineries, mais aussi les éléments qui les distinguent, ouvrant la voie à de nouvelles 
questions et de très nombreuses pistes d’études (FIGURE C-2) 
 
Le premier composant Sua5/YrdC : une activité de production de 
TC-AMP universelle, mais une variablité structurale intrigante 
 
Le premier composant de chacune des machineries est l’orthologue de la famille 
Sua5/YrdC, qui produit un intermédiaire réactionnel TC-AMP, dont l’existence a été 
démontrée pour les systèmes bactériens et archéens (LAUHON ET AL, 2012, PARTHIER ET AL. 2012). 
Au vue des expériences de complémentation que nous avons effectuées, et de la similarité 
de séquence de tous les orthologues au niveau de leur domaine catalytique YrdC, il est très 
probable que cet intermédiaire soit produit de manière universel chez tous les êtres vivants. 
Le décryptage exact du mécanisme de sa formation, à partir d’ATP, de carbonate libre, et 
de thréonine, reste encore à établir et permettra de savoir si les différents orthologues 
présentent un mécanisme identique. 
 
Malgré cette universalité fonctionnelle,  trois « modèles » différents d’orthologue ont été 
mis en évidence : un modèle « YrdC », ne comprenant que le domaine catalytique (chez 
certaines Bactéries et Archées), un modèle « Sua5 », où le domaine YrdC est fusionné avec 
un domaine C-terminal Sua5 (chez certaines Bactéries,  Archées et Eucaryotes) et un modèle 
« IRIP », où le domaine catalytique YrdC est inclus au sein d’un polypeptide de plus grande 
taille (chez l’Homme et les mammifères notamment). La présence de domaines 
supplémentaires au domaine catalytique pourrait moduler de manière directe l’activité de 
celui ci, comme semblent le suggérer nos données concernant la protéine de Pyrococcus 
abyssi, et donc pointer des différences de fonctionnement entre les différents orthologues. Il 
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est également possible que ces domaines soient des éléments régulateurs permettant de 
diriger YrdC vers une autre fonction que la synthèse de t6A. Il reste donc à comprendre le 
rôle et l’activité de ces extra-domaines. 
De plus, la répartition de ces différents « modèles » d’orthologues ne semble pas 
correspondre à la phylogénie des organismes, ce qui suggère des phénomènes de multiples 
transferts latéraux de gènes entre Bactéries, Archées et Eucaryotes. L’étude phylogénétique 
de ces orthologues est donc fondamentale pour comprendre l’histoire évolutive de cette 
famille universelle, et remonter éventuellement à la forme ancestrale de la protéine YrdC.  
 
Intérêt pour la recherche appliquée : 
 La compréhension exacte du rôle et du fonctionnement du domaine additionnel C-
terminal SUA5 présente également un intérêt en terme de santé publique, car ce domaine est 
absent chez l’Homme mais retrouvé fréquemment chez les parasites eucaryotes 
unicellulaires, notamment chez les Trypanosomes, les agents responsables de la leishmaniose 
et du paludisme (d’après la banque de données PFAM, Figure I-1, Partie I). On le retrouve 
systématiquement chez les champignons, dont certains sont également responsables de 
maladies chez l’Homme mais aussi chez de nombreuses plantes. La caractérisation de ce 
domaine protéique pourrait ainsi mener à terme à la découverte de nouvelles stratégies anti-
parasitaires et anti-fongiques, basé sur le développement de molécules spécifiques inhibant 
son activité. 
 
Le second composant Kae1/YgjD : une activité universelle de 
transfert du TC sur l’ARNt  
 
En plus de l’orthologue Sua5/YrdC, toutes les machineries biosynthèse de t6A décrites ont 
pour point commun la seconde protéine universelle du système, membre du COG0053 
(Kae1/YgjD/Qri7).  Les différentes études biochimiques et structurales indiquent que cette 
protéine est le lieu de fixation de l’intermédiaire TC-AMP produit par Sua5/YrdC. 
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D’un point de vue métabolique, l’instabilité de cet intermédiaire in vitro (Lauhon et al, 
2012) suggère l’existence d’un couplage dans la cellule permettant de coordonner l’activité 
des deux composants de la machinerie. Un tel couplage existe dans les carbamoyl-
transférases où les domaines YrdC et Kae1 sont fusionnés (Petkun et al, 2011, Parthier et al. 
2011). Dans la machinerie bactérienne, un couplage similaire semble être envisageable, car 
une interaction directe a été décrite entre YrdC et YgjD (DEUTSCH ET AL. 2012), bien qu’il ne 
semble pas strictement indispensable au fonctionnement du système (LAUHON 2012). Dans les 
machineries Eucaryotes et Archées, aucune interaction de ce type n’a été détectée. Ainsi, les 
modalités de transition de l’intermédiaire réactionnel de Sua5/YrdC vers Kae1/YgjD reste 
une question ouverte pour comprendre précisément le fonctionnement de ces 
machineries complexes. 
 
Une fois l’intermédiaire fixé à Kae1, le groupement TC doit être transféré sur l’ARNt. 
Cette étape nécessite la présence d’un ion métallique présent systématiquement au niveau 
du site catalytique de tous les orthologues, coordonnée par deux histidines conservées. 
Pourtant, les orthologues Kae1 (Eucaryotes et Archées) diffèrent des versions Bactériennes 
par la nature de cet ion divalent : un atome de Fer dans le premier cas (HECKER ET AL, 2007), un 
atome de zinc dans le second cas (NICHOLS ET AL, 2013), la nature de l’ion présent au niveau de 
Qri7 restant à définir. 
De manière intéressante, la structure de la thréonyl-ARNt synthétase (une aaRS de classe 
II) cristallisée avec un analogue du thréonyl-AMP (l’intermédiaire réactionnel) révèle la 
présence d’un atome de zinc au sein de son site actif, coordonné par deux histidines. Cet 
atome n’a pas un rôle strictement structural ou catalytique, mais joue un rôle direct dans la 
spécificité pour la thréonine, en coordonnant son groupement OH, et permet d’éviter 
l’incorporation d’un autre acide aminé (SANKARANARAYANAN ET AL., 2000). Ce mécanisme de 
discrimination atypique n’est présent chez aucune autre aaRS. Par analogie, le métal du site 
actif de Kae1/YgjD/Qri7 pourrait donc jouer le même rôle dans le contrôle de la 
reconnaissance de l’AMP-TC, et traduirait ainsi un cas de convergence évolutive.  
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La compréhension du rôle précis de cet ion et de sa nature (Fer ou Zinc) pourrait ainsi 
révéler certaines spécificités au niveau mécanistique entre les orthologues Kae1/YgjD/Qri7, 
qui catalysent cette réaction universelle de transfert. 
 
KEOPS et DEZ : des analogues fonctionnels… mais des 
fonctionnement différents  
 
Alors que le centre catalytique de toutes les machineries, Kae1/YgjD, est universellement 
conservé, le nombre et la nature des partenaires associés diffèrent d’un système à l’autre. 
Chez les Bactéries, deux partenaires spécifiques sont requis : YeaZ et YjeE (DEUTSCH ET AL, 2012, 
LAUHON ET AL, 2012), qui forment un complexe dynamique (appelé DEZ) (NICHOLS ET AL, 2013),  
alors que chez les Archées et les Eucaryotes, trois partenaires interviennent : Pcc1, Bud32 et 
Cgi121, qui forment le complexe KEOPS. Les Champignons, dont fait partie S.cerevisiae, sont 
un cas particulier, car un 5ème élément est présent : la protéine Gon7. Enfin chez la 
mitochondrie, aucun partenaire n’est présent et nécessaire. Cette dernière information 
indique que les partenaires spécifiques ne sont pas strictement essentiels au mécanisme 
catalytique, et sont des éléments de régulation, de contrôle de l’efficacité de la réaction ou 
de la discrimination des substrats. 
 
Nous avons montré que le complexe KEOPS (Archées et Eucaryotes) et le complexe 
bactérien DEZ sont des analogues fonctionnels interchangeables. De plus, ils présentent 
chacun une activité d’hydrolyse de l’ATP, qui n’intervient pas directement dans le 
mécanisme catalytique de la réaction, étant donné que la protéine Qri7 ne fait pas appel à 
cette hydrolyse. 
Chacun des deux systèmes possède une protéine à P-loop: Bud32 et YjeE, 
respectivement. Nous avons montré que Bud32 est bien responsable de l’hydrolyse de ADP 
+Pi qui est liée à l’interaction entre l’ARNt et KEOPS. De manière intéressante, la structure de 
YjeE suggère que cette protéine fonctionne comme un interrupteur moléculaire via son 
activité ATPase (TEPYAKOV ET AL., 2002). Ainsi, il semble que de manière indépendante, les 
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protéines Kae1 et YgjD ait fait appel à un mécanisme de switch moléculaire contrôlé par 
l’hydrolyse de l’ATP. 
Cette activité d’hydrolyse de l’ATP ne joue pourtant pas un rôle équivalent dans ces deux 
systèmes.  Chez les Bactéries,  l’hydrolyse semble intervenir dans la formation et la 
stabilisation du complexe protéique (NICHOLS ET AL, 2013), alors que chez les systèmes 
Archée/Eucaryote, l’hydrolyse de l’ATP n’est pas lié à la stabilité du complexe, mais plutôt à 
l’interaction avec l’ARNt (Partie II). 
Ainsi, alors qu’en première apparence les complexe DEZ/KEOPS semblent fonctionner de 
la même manière, le rôle respectif de leur activité ATPase semble traduire des mécanismes 
de fonctionnement différents. L’étude de ces activités ATPases et la compréhension exacte 
de leur rôle est donc essentielle pour comprendre les différences qui existent entre les 
deux systèmes. 
Enfin, une étude similaire à celle entreprise ici doit être réalisée au niveau de la 
machinerie bactérienne pour comprendre précisément le rôle des partenaires YeaZ et YjeE, 
et savoir s’ils jouent des rôles équivalents aux protéines Pcc1, Bud32 et Cgi121.  
 
Intérêt pour la recherche appliquée : 
La compréhension des différences mécanistiques entre la machinerie Eucaryote et la 
machinerie Bactérienne pourrait permettre, à terme, de trouver des molécules inhibant 
spécifiquement la machinerie bactérienne. Cette machinerie étant essentielle au 
fonctionnement de la cellule, cette recherche ouvre la voie à la découverte de nouveaux 
antibiotiques. Il est donc important de poursuivre la caractérisation détaillée et comparée 








Des déterminants universels pour la reconnaissance de l’ARNt… 
Quel que soit les domaines du vivant, le nucléoside t6A n’est retrouvé que sur certains 
ARNt, portant un anticodon NNU (reconnaissant les codons de la forme ANN)(MODOMICS, 
MACHNICKA ET AL., 2013). Nous avons montré que les différentes machineries, Eucaryotes, 
Archées, mitochondriales, peuvent utiliser comme substrats des ARNt issus de différents 
domaines du vivant, s’ils correspondent effectivement à cette classe d’ARN (NNU). Ainsi, les 
différentes machineries ont probablement des déterminants généraux communs et 
universels. Les études sur le Xénope (MORIN ET AL., 1998) ont identifié ces déterminants pour la 
machinerie Eucaryote, et il serait donc intéressant, par l’utilisation de divers substrats, de 
réaliser des études similaires in vitro pour déterminer exactement les éléments qui sont 
reconnus par les machineries au niveau de l’ARNt, et quelles sont les protéines qui en sont 
responsables. La protéine Qri7 représente pour cette étude un modèle de choix, car elle ne 
fait pas appel à des partenaires pour cette reconnaissance. Par comparaison, la 
compréhension de ces déterminants pourrait donc permettre de mieux comprendre le rôle 
des partenaires respectifs chez les autres machineries plus complexes.  
 
… mais une exception intrigante. 
Cependant, malgré une apparente universalité quant aux types de substrats utilisés, une 
différence fondamentale distingue les différentes machineries : l’ARNtMet initiateur. Chez 
tous les organismes, un ARNt méthionine spécifique, appelé initiateur, est utilisé pour la 
reconnaissance du premier codon du cadre de lecture. Chez les Eucaryotes, cet ARNtMeti ne 
s’apparie qu’avec un codon start AUG ; alors que chez les Bactéries, les Archées et les 
organites, l’ARNtMeti peut s’apparier avec un codon UUG et CUG dans certains cas (DUBE ET AL. 
1968, LECRINIER ET AL., 2006). L’ARNtMeti, tout comme l’ARNtMet élongateur, possède un 
anticodon de type NNU, et fait partie de la liste des ARNt susceptibles de porter t6A. Chez les 
Eucaryotes, la règle est effectivement respectée, et ces deux types d’ARNt portent t6A. Or 
chez les Archées, les Bactéries et les Organites, l’ARNMeti (à la différence de l’ARNMete) ne 
porte pas t6A ! Cette différence a été invoquée pour expliquer l’initiation alternative chez ces 
organismes : l’absence de t6A autoriserait  des appariements moins stricts pour le codon 
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d’initiation. Cependant, la compréhension de cette différence au niveau de la synthèse de 
t6A reste mystérieuse. 
Un premier élément de réponse a été donné il y a maintenant plus de 25 ans (Grosjean et 
al, 1987). L’ARNMeti E.coli injecté dans un ovocyte de Xénope est modifié en t6A. Cela 
implique donc que la machinerie de synthèse Eucaryote peut reconnaitre  cet ARNt comme 
substrat. Ainsi, l’absence naturelle de t6A in vivo chez cet ARNt ne provient pas d’une 
propriété intrinsèque à la molécule en elle-même, mais repose sur des modalités de 
discrimination de la machinerie bactérienne différente de celle des eucaryotes. A présent 
que ces machineries sont caractérisées, on peut proposer que ce sont les partenaires YjeE et 
YeaZ, spécifique aux Bactéries, qui sont responsable de cette sélectivité et permettent de ne 
pas utiliser l’ARNMeti comme substrat. Cependant, une énigme demeure : la machinerie 
Archéenne est homologue de celle des Eucaryotes. On s’attend donc à ce qu’elle ait des 
déterminants similaires, et qu’elle reconnaisse donc l’ARNtMeti comme substrat, ce qui ne 
n’est pas le cas in vivo. 
Des mécanismes de sélectivité différentielle au niveau de cet ARNt pourraient refléter un 
phénomène d’adaptation spécifique aux « Procaryotes », permettant une plus grande 
flexibilité d’initiation de la traduction des gènes chez les Archées et les Bactéries, organismes 
au métabolisme comparable. Il serait intéressant de comprendre également s’il s’agit d’un 
phénomène d’évolution convergente. A présent que nous avons en main les différentes 
machineries purifiées, il est donc possible d’étudier la formation de t6A in vitro en utilisant 
comme substrats des ARNtMeti issus des trois domaines du vivant et de la mitochondrie, afin 
de comprendre pourquoi et comment cet ARNt particulier fait l’objet d’une sélectivité 
différentielle. Cette étude ciblée pourrait ouvrir la voie à la une compréhension plus 
globale des mécanismes de sélectivité en jeux au sein des différentes machineries.  
 
Intérêt pour la recherche appliquée : 
La détermination exacte des déterminants permettant aux machineries de reconnaitre 
l’ARNt substrat est particulièrement important dans le cas de la mitochondrie. Comme nous 
l’avons vu dans la partie III, de nombreuses maladies mitochondriales sont associées à des 
mutations dans les ARNt mt. Certaines de ces mutations pourraient affecter l’identité des 
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ARNt, qui ne pourraient plus être reconnu par Qri7. La compréhension des déterminants de 
cette protéine pour son substrat pourrait donc mener à des découverte de l’origine de 
pathologies associées à des dysfonctionnements de la mitochondrie. 
 
Les composants de la t6A synthase, impliqués dans d’autres 
fonctions biologiques ? 
La caractérisation des différentes machineries de synthèse de t6A permet maintenant de 
comprendre la pléiotropie de phénotypes observées chez les différents mutants des 
protéines composants ces machineries (décrits dans l’introduction). L’absence de t6A, causée 
par une machinerie non fonctionnelle chez ces mutants, est probablement à l’origine de 
graves erreurs de traduction (EL YACOUBI ET AL, 2011, DAUGERON ET AL 2011) , conduisant à un 
protéome anormal. Il est probable que seuls certains gènes soient particulièrement affectés 
par cette absence. Il est donc maintenant primordial de déterminer ces gènes, pour faire 
un lien entre chaque phénotype et l’absence de t6A. Nous avons vu dans la partie III que 
l’étude de Qri7 se révèle un modèle de choix dans cette recherche, grâce au faible nombre 
de gène candidats mitochondriaux 
 
Cette recherche pourrait également révéler des rôles alternatifs pour les composants de 
ces machineries. En effet, plusieurs indices suggèrent que la synthèse de t6A n’est pas 
nécessairement la seule fonction biologique de ces protéines. 
Chez les Bactéries, le gène codant la protéine RimI est trouvée en association chez de 
nombreuses espèces aux gènes yeaZ et ygjD. Dans certains cas, ces gènes sont même 
fusionnés. Chez ces espèces, la protéine RimI fait donc nécessairement partie du complexe 
DEZ. Or, cette protéine a comme fonction l’acétylation d’une protéine S18 ribosomale. Sa 
présence pourrait donc traduire un autre rôle pour le complexe DEZ, lié peut être à la 
maturation du ribosome. De plus, il a été suggéré qu’YjeE soit impliquée dans la synthèse du 
peptidoglycane, en raison de son absence chez certaines Mollicutes, qui sont dépourvue de 
ce composé spécifiquement bactérien (TEPLYAKOV, 2002). Cette hypothèse a été reprise 
récemment par Oberto et al., qui a montré in silico que YeaZ est également absente chez 
certaines Mollicutes (OBERTO ET AL. 2013). De plus, l’analyse du contexte génomique  montre 
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que le gène codant l’alanine racémase est souvent associé au gène yjeE, et parfois même 
fusionné. Or, l’alanine racémase l’une des enzymes impliquées dans la synthèse du 
peptidoglycane.  YjeE, ou l’ensemble du complexe DEZ , pourrait donc être également 
orienté vers cette voie métabolique. La détermination de ces autres fonctions pourrait 
également déboucher sur des hypothèses évolutives intéressantes, puisque le 
peptidoglycane est spécifique aux bactéries, tout comme YeaZ et YjeE. 
 
Chez les Eucaryotes et les Archées, de même, il n’est pas impossible que les membres du 
complexe KEOPS puissent être associés à d’autres fonctions. La protéine Bud32 a fait l’objet 
de nombreuses études mettant en évidence l’existence de différents partenaires ou 
substrats potentiels. Nous avons mis en évidence que, dans le cadre de KEOPS, elle n’agit pas 
comme une kinase. Cela n’exclut pas que dans certaines conditions, elle soit effectivement 
impliquée dans des voies de signalisation cellulaire faisant appel à son activité de 
phosphotransférase. Enfin, la recherche de nouveaux partenaires aux protéines du complexe 
KEOPS pourrait également révéler des mécanismes de régulation de son activité. 
Récemment, il a été chez l’Homme qu’une ubiquitine-ligase E3 est recrutée au niveau du 
complexe KEOPS (COSTESSI ET AL, 2012). De plus, Kae1, Bud32 et Cgi121 ont été identifiés par 
étude protéomique comme étant effectivement ubiquitinylée chez l’Homme (KIM ET AL., 
2011). De manière intéressante, chez certaines Archées, le gène CgI121 est retrouvé fusionné 
avec une protéine appelée MoaD, qui joue le même rôle que l’ubiquitine chez les Eucaryotes 
(MAKAROVA ET AL, 2010). L’étude du lien entre KEOPS et l’ubiquitinylation pourrait à terme 
révéler des processus de régulation conservés entre les Archées et les Eucaryotes. Nous 
avons commencé à explorer cette voie, en purifiant les deux orthologues de MoaD présent 
chez Pyrococcus abyssi et leur activateur ubiquitine-ligase like, MoeB (DONNEES NON PUBLIES, 
TRAVAUX EN COURS !).  
De nombreuses pistes peuvent donc encore être explorées, en parallèle à la poursuite 
de la caractérisation  de Kae1, Bud32, Cgi121, Pcc1, Gon7, YgjD, YeaZ, YjeE, YrdC, Sua5, 
Qri7 dans la voie de biosynthèse de t6A, qui ne manqueront pas de révéler des surprises 
inattendues, car comme le dit J.R.R Tolkien (dans Bilbo le Hobbit) « Quand on cherche, on 




Epilogue : une histoire de nom… 
 
«Il y a bien longtemps, la déesse Isis, femme du dieu Osiris, était réputée pour être une 
redoutable magicienne de l’Egypte Antique. Pourtant, à cette époque, le Dieu le plus puissant 
était Râ, dieu solaire et père du panthéon égyptien. Il était dit que Râ possédait un nom 
secret qui renfermait tous ses pouvoirs. Pour asseoir son fils Horus à la tête du panthéon, Isis 
mis en place un stratagème malicieux. Un jour où Râ était assoupi, elle récolta un peu de 
salive du dieu et en façonna un serpent qu’elle dissimula dans les buissons. A son réveil, le 
dieu Râ fut mordu par ce serpent et fut pris d’une douleur insupportable. Seule Isis détenait 
l’antidote pouvant délivrer le dieu Râ du venin qui le torturait. Elle lui proposa de le guérir, à 
condition que le dieu lui révèle son nom secret. A l’agonie, Râ fut ainsi contraint de répondre 
à la requête d’Isis : la déesse, connaissant alors ce nom, devint la plus puissante des 
magiciennes » 
Ce mythe illustre une notion fondamentale pour les anciens égyptiens : le pouvoir 
des noms. Selon eux, un nom pouvait donner la vie, ou la reprendre. Aujourd’hui encore, les 
noms ont une symbolique puissante, notamment dans le domaine de la biologie. Nommer 
une protéine, c’est lui assigner une fonction : nomenclature et rôle biologique sont donc 
intimement liés. De 2009 à 2013, les très nombreuses publications concernant la voie de 
biosynthèse de t6A ont permis de révéler la fonction de différentes protéines, dont le nom 
ne reflétait que certaines de leurs caractéristiques biologiques: il est donc nécessaire de 
réfléchir à nouveau à la nomenclature de ces protéines. 
Chez les Bactéries, ce travail a déjà été entrepris : l’équipe de Valérie De Crécy-Lagard 
a proposé de remplacer les anciennes nomenclatures YxxX (Y signifiant fonction inconnue) 
par TsaX (pour t-six-A) en conservant une part d’historique : YrdC devient TsaC, YgjD devient 
TsaD, YjeE devient TsaE et YeaZ devient TsaB (suivant l’alphabet), TsaA étant l’enzyme 
responsable de la modification de t6A en mt6A. Ces noms ont l’avantage d’indiquer 
clairement la fonction de ces protéines, et apportent aussi une cohérence. Cependant, ils 
peuvent laisser penser que ces protéines sont exprimées en opéron, ou qu’elles forment une 
réaction linéaire A B  C DE.  
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Et chez les Archées et les Eucaryotes ? Le nom Kae1 (kinase-associated 
endopeptidase) est ici totalement obsolète : ce n’est pas une endopeptidase, mais une 
transférase, et elle est associée à une ATPase plutôt qu’à une kinase. Il serait envisageable 
de la renommer e/aTsaD (pour eukarya/archaea), soulignant l’orthologie avec TsaD. Qri7 
pourrait ainsi être appelée mtTsaD (pour mitochondrial). Mais qu’en est-il de Bud32 ou PRPK 
chez l’Homme ; Cgi121 et Pcc1 ? En suivant la même logique que pour les Bactéries, il serait 
possible de les renommer : TsaF, TsaG, TsaH. Mais cette uniformisation des nomenclatures 
TsaX ne risquerait-elle pas de faire oublier une information essentielle, à savoir les 
différences entre le système Bactérien et Archée/Eucaryote ? De plus, le nom Tsa exclut 
inévitablement l’existence possible d’autres fonctions pour ces protéines. La nomenclature 
de Sua5 est également complexe : ne faudrait –il pas renommer tous les orthologues TsaC 
(possédant tous le domaine « YrdC ») et ajouter un S pour préciser la présence d’un domaine 
SUA5 supplémentaire dans certains cas ? (chez P.abyssi et S.cerevisiae, la protéine serait 
donc TsaC-S).  Au bilan, le problème de nomenclature semble être soumis à des paramètres 
complexes, qui rendent difficile un changement immédiat. 
Enfin, qu’en est-il du complexe KEOPS, dont le nom est également obsolète au vue 
des travaux présentés ici (Kinase, Endopeptidase and Other Proteins of Small size) ?  Un tel 
complexe pourrait éventuellement être renommé pour refléter sa fonction ou son activité, 
puisque nous avons vu que chacun de ses composants participe à la synthèse de t6A. Je 
propose ainsi le nom de ATON : AMP-thréonylcarbamoyl Transférase On N-6-adenosine, qui 
refléterait l’activité biochimique du complexe. Historiquement, Aton est un dieu solaire 
unique instauré par le pharaon Akhénaton (père du célèbre Toutankhamon et époux de 
Nefertiti) au XIV siècle av. JC. Cependant, à sa mort, ce culte d’Aton fut considéré comme 
une hérésie, et le nom de Aton et du pharaon associé furent systématiquement effacés de 
tous les temples. Cette nouvelle proposition est-elle vouée au même destin ? En effet, 
comme toutes les nomenclatures, on peut lui trouver ses défauts…  
Une autre appellation est aussi possible : ATTOR ; pour ATPase, Threonylcarbamoyl 
Transferase and Other Regulatory proteins. Ici, la logique de la nomenclature d’origine de 
KEOPS est conservée, en remplaçant simplement l’activité putative des protéines par leur 
activité démontrée dans ces travaux.  Il est à noter que Hathor était la déesse égyptienne de 
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Annexe 1 : guide très utile pour lire et interpréter les articles scientifiques. 
Annexe 2 : construction et clonage, et liste des oligonucléotides de synthèse utilisés.  
Annexe 3 : Séquence et propriétés biochimiques théorique des protéines.  
Annexe 4 : Tampons et protocoles divers 
 
Clonage par synthèse de gène : 
Cgi121-His : La sequence du gène PAB1522 de Pyrococcus abyssi GE5, codant la protein 
Cgi121, a été synthétisée chimiquement par GenScript, fusionnée en position 3’ à une 
sequence codant une etiquette hexahistidine, et clonée entre les sites NdeI/NotI dans le 
vecteur d’expression pET26(b)+ (Novagen). 
  
YjeE-StrepTagII : La séquence du gène codant la protéine YjeE d’Escherichia coli 
(souche K12 MG1665) a été synthétisée chimiquement par GenScript, fusionnée en 
position 3’ à une séquence codant une étiquette StrepTagII, et clonée dans le vecteur 
d’expression pET26(b)+ entre les sites de restriction NdeI et NotI.  
 
Sua5ΔC-ter-StrepTagII et Sua5ΔN-ter-StrepTagII La séquence correspondant aux 
résidus 1-209 (domaine N-terminal « YrdC ») et la séquence correspondant aux résidus 
230-340 (domaine C-terminal « Sua5 ») de la protéine PAB1303 (Sua5) de Pyrococcus 
abyssi ( souche GE5), ont été synthétisées chimiquement par GenScript, 
fusionnées à une séquence codant une étiquette StreptTagII en position 3’ et 
respectivement clonées dans un plasmide d’expression pET28(a)+, aboutissant aux 
vecteurs d’expression pET28 :: Sua5ΔCter-StrepTagII et pET28 :: Sua5ΔNter-StrepTagII. 
 
KEOPS-His (P-HKBC) : Une séquence polycistronique comprenant les gènes codant les 
sous-unités de KEOPS : PAB1159 (Kae1), PAB1047 (Bud32), PAB1522 (Cgi121) et 
PAB3073 (Pcc1) a été synthétisée chimiquement par Genscript. Une séquence 
correspondant au site de fixation du ribosome d’Escherichia coli (RBS) (5’-
TTAACTTTAAGAAGGAG) a été placée en amont de chaque séquence codante. Une 
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séquence codant une étiquette hexa-histidine a été fusionnée en position 3’ du gène 
PAB3073. La séquence du promoteur T7/LacO et la séquence du terminateur T7 ont été 
placées respectivement en amont et en aval du polycistron. Cette construction a été 
clonée entre les sites BglII et BlpI du plasmide pET28(a)+ (Novagen), aboutissant au 
plasmide d’expression pET28::KEOPS(His). 
PKB-His : De manière similaire, une construction semblable a été synthétisée en 
omettant le gène codant la protéine Cgi121. 
 
Clonages par PCR : 
YgjD-His, YeaZ-His, YrdC-His : La séquence des gènes codant respectivement les 
protéines YgjD, YeaZ, et YrdC d’Escherichia coli (K12 MG1665) ont été amplifiées par 
PCR à partir d’ADN génomique d’Escherichia coli, en utilisant des couples d’amorces 
permettant d’ajouter un site de restriction en amont (5’) et une séquence codant une 
étiquette hexahistidine en position 3’ suivie d’un site de restriction en aval (3’) de 
chaque gène.  
 
Pcc1-His, Bud32-His : La séquence des gènes codants les protéines Pcc1 et Bud32 de 
Pyrococcus abyssi (GE5) ont été amplifiés par PCR à partir respectivement du plasmide 
pET28 ::KEOPS(His) et de l’ADN génomique de Pyrococcus abyssi GE5, selon le même 
principe. 
 
BC-His, KB-His, KBC-His : La séquence des polycistrons respectifs a été amplifié par PCR 
à partir du plasmide pET28 :KEOPS(His) à l’aide couples d’amorces adaptées (voire 
annexe), puis clonée entre les sites NdeI/XhoI dans un plasmide pET26b. La séquence 





Sua5-His et Sua5-StrepTagII : La séquence du gène codant la protéine Sua5 (PAB1302) 
de Pyrococcus abyssi (GE5) a été amplifiée par PCR à partir d’ADN génomique de 
Pyrococcus abyssi, en utilisant des couples d’amorces permettant d’ajouter un site de 
restriction en amont (5’) et une séquence codant une étiquette hexahistidine ou une 
étiquette StrepTagII, suivie d’un site de restriction en aval du gène (3’).  
 
Qri7-His : La séquence correspondant aux résidus 31 à 407 de la protéine Qri7 de 
Saccharomyces cerevisiae (Y288C), a été amplifiée par PCR à partir d’ADN génomique 
de S.cerevisiae, en utilisant un couple d’amorces permettant d’ajouter un site de 
restriction en amont (5’) et une étiquette hexahistidine  suivie d’un site de restriction 
en aval (3’) du gène. 
-------------------- 
Les produits PCR ont été purifiés, digérés avec des enzymes de restriction adaptées 
et clonés au niveau du site de clonage multiple (MCS) d’un vecteur de clonage pUC. Le 
produit de ligature a été transformé dans une souche Top10 d’Escherichia coli 
chimiocompétente, et les clones transformants ont été sélectionnés sur milieu solide 
LB-Agar additionné d’ampicilline 100µg/mL. Le vecteur recombinant de différentes 
colonies isolées a été purifié par MiniPrep (kit Wizard Plus Promega), et la séquence 
présente au sein du MCS a été séquencée (Sigma). Chacun des vecteurs a été digéré 
avec les enzymes de restriction adaptées, et le produit de digestion correspondant au 
gène d’intérêt a été purifié (kit NucleoSpin Extract II, Macherey Nagel) puis cloné au 
niveau du site de clonage multiple (MCS) d’un vecteur d’expression pET . Le produit de 
ligation a été transformé dans une souche Top10,  les clones transformants ont été 
sélectionnés sur milieu solide LB Agar additionné de kanamycine, et chaque vecteur 
recombinant a été purifié par MiniPrep. 
 
Clonage par digestion/ligature (Pcc1, PK) 
Pcc1-His: Le vecteur pET28a :: KEOPS-His a été digéré par les enzymes NdeI/XhoI, 
permettant d’obtenir un fragment d’ADN correspondant au gène PAB3073 fusionné avec 
304 
 
une séquence codant une étiquette hexahistidine en position 3’. Le produit de digestion a 
été purifié sur gel et clone dans un vecteur pET26b(+) entre les sites de restriction 
correspondants.  
PK-His: Le vecteur pET28a :: KEOPS-His a été digéré par les enzymes XbaI et SalI, permettant 
d’extraire un fragment d’ADN correspondant aux gènes codant Bud32 et Cgi121. Le plasmide 
ainsi digéré (où se trouvent les gènes codant Kae1 et Pcc1-His) a été purifié sur gel, puis les 
extrémités cohésives ont été complétées en extrémités franches (blunt) par le fragment de 
Klenow (NEB), puis ligaturée par la ligase T4 DNA Ligase (NEB).  
  
Production de protéines recombinantes par sur-expression dans 
Escherichia coli : 
Chaque vecteur recombinant a été transformé dans une souche Rosetta2(DE3)pLysS 
d’Escherichia coli (Novagen) rendue électro-compétente ou chimio-compétente. Une 
colonie isolée a été sélectionnée pour inoculer une pré-culture de 10 à 20mL de LB 
contenant 50µg/mL de kanamycine  et 34µg/mL de chloramphénicol, incubée à 37°C 
pendant 6 heures à 180rpm. Cette pré-culture a été diluée dans 1 à 2L de milieu 
OverNight Express Instant TB Express + (Novagen), supplémenté de 10% de glycérol et 
des antibiotiques précédemment décrits. La culture a été incubée pendant une nuit à 
37°C, 180rpm, permettant la croissance des cellules parallèlement à la sur-expression 
des protéines recombinantes. 
 
Dans le cas des protéines Kae1, Cgi121, Bud32, Pcc1, YgjD, YeaZ, YrdC, un protocole 
alternatif d’induction à été utilisé. Une colonie isolée a servi à inoculer une pré-culture 
de 100mL de LB (supplémentée des antibiotiques de sélection), incubée pendant une 
nuit à 37°C, 180rpm. Cette préculture a été diluée dans 1 à 2L de LB + antibiotiques, à  
une densité optique (D.O.) finale de 0.1, et incubée à 37°C, 180rpm. A DO = 0,7, la sur-
expression des protéines recombinantes a été induite par addition de 1mM d’IPTG, 




Les cellules ont été collectées par centrifugation à 5.000xg pendant 10mn à 4°C, et 
le culot cellulaire a été congelé et stocké à -20°C jusqu’à utilisation. 
 
Note 1 : Dans les cas des protéines YgjD, YeaZ, YrdC, YjeE, la souche d’expression 
utilisée est BL21 Escherichia coli (Novagen) 
 
Purification des protéines recombinantes portant une étiquette 
hexahistidine par chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA : 
Le culot cellulaire a été resuspendu dans un tampon de lyse (Tris-HCl 50mM, pH 8.0, 
NaCl 200mM/500mM, β-mercaptoéthanol 5mM, glycérol 10%,) supplémenté d’un 
cocktail d’inhibiteurs de protéase (Roche) pour limiter la dégradation des protéines, de 
lysozyme à une concentration de 1 mg/mL pour faciliter la lyse, et 10mM d’imidazole  
pour limiter les interactions non spécifiques lors de la purification. Le volume de 
tampon (V) additionné est calculé selon la formule de normalisation: [VTampon= D.O. x 
Vculture x 50x10
-3]. Les cellules ont été ensuite lysées par sonication sur glace, et l’extrait 
cellulaire a été centrifugé à 30.000xg pendant 30mn à 4°C pour éliminer les débris 
cellulaires et les aggrégats protéiques insolubles.  
Un volume de 2mL de résine nickel nitrotriacetate agarose (Ni-NTA) (Quiagen) a été 
placée dans une colonne de purification par gravité, puis équilibrée avec 10 CV (volume 
colonne) de tampon de lyse. L’extrait soluble précédemment obtenu a été purifié par 
passage sur cette résine, à 4°C.  La résine a été lavée par un volume de tampon de lyse 
équivalent à la moitié du volume utilisé pour la lyse,  supplémenté de 20mM 
d’imidazole. 
Les protéines recombinantes ont été éluées par addition de tampon de lyse 
supplémenté de 100, 200 et 400mM d’imidazole (respectivement par fractions de 
4x1mL, 4x1mL et 10x1mL). Les fractions contenant la protéine d’intérêt ont été réunies 
dans un concentrateur Amicon (Millipore), concentrées par centrifugation à 4.000xg, 
jusqu’à un volume de 2mL. La taille des pores utilisée (cut-off) est calculée selon la 
formule : [Masse moléculaire théorique de la protéine d’intérêts / 2]. 
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La solution protéique concentrée a été centrifugé pendant 10mn à 20.000xg pour 
éliminer les précipitats éventuels, et le surnageant à été purifié par chromatographie 
en filtration sur gel. 
 
Note 1 : Dans le cas des protéines de Pyrococcus abyssi, le surnageant a été chauffé 
à 65°C pendant 15mn afin de précipiter les protéines solubles de la souche d’expression , 
puis centrifugé à 30.000xg pendant 30mn, pour éliminer les protéines précipitées. 
Note 2 : Dans le cas des complexe P-HKBC et de la protéine Qri7, le tampon de lyse 
contient 500mM de NaCl. 
 
Purification des protéines recombinantes portant une étiquette 
StrepTag II (IBA). 
Les cellules ont été lysées selon le même protocole dans un tampon équivalent. Le 
surnageant obtenu a été purifié par passage sur une résine StrepTactin (IBA). Après 
lavage avec du tampon de lyse, les protéines ont été éluées par addition de tampon de 
lyse supplémenté de desthiobiotine 2,5 mM, compétiteur de l’étiquette StrepTagII, 
selon le protocole fourni par le fabriquant. La suite de la purification est alors identique 
à celle décrite précédemment. 
 
Purification des protéines recombinantes par gel filtration : 
La solution protéique concentrée à l’issue de la chromatographie d’affinité à été 
purifiée par une seconde étape de chromatographie sur gel filtration en FPLC (AKTA) 
pour éliminer les contaminants résiduels, l’imidazole ou la desthiob iotine. La solution 
protéique a été injectée sur une colonne SuperDexTM200 ou SuperDexTM75 16/60 selon 
la taille théorique de la protéine d’intérêt, et les protéines ont été séparées dans un 
tampon de purification (TrisHCl 50mM, NaCl 200/500, glycérol 10%) à 4°C. La quantité 




Les fractions contenant la protéine d’intérêt ont été réunies et concentrées. Après 
mesure du spectre d’absorbance et détermination de la concentration, la solution 
protéique a été alicotée, congelée dans de l’azote liquide et stockée à -80°C jusqu’à 
utilisation. 
Les différentes étapes de la purification en chromatographie d’affinité et gel 
filtration ont été analysées par SDS-PAGE. 
 
Analayse du spectre d’absorption et détermination de la 
concentration de protéine 
Le spectre d’absorption des protéines purifiées à été mesuré de 200nm à 1000nm à 
l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible Spectrophotometer Cary-50 Scan (Varian). Le 
coefficient d’extinction théorique de chaque protéine a été calculé par le logiciel 
ProtParam (Expasy, UniProt), et la concentration protéique a été déduite d’après la 
valeur de l’absorbance à 280nm. 
 
Détermination de la concentration protéique par quantification au 
réactif de Bradford. 
La concentration de protéine a également été déterminée par la technique colorimétrie 
au réactif de Bradford, en utilisant une solution Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) et une 
courbe standard obtenue par une gamme de BSA (bovine serum albumin). 
 
Analyse SDS PAGE des protéines : 
Un alicot de chaque extrait protéique a été additionné d’un tampon de dénaturation 
Laemmli 5X (annexe 4) 
Les protéines ont été dénaturées pendant 10mn à 95°C, puis ont été séparées par 
électrophorèse sur gel d’acrylamide (composition : annexe 4) dans un tampon de 
migration contenant Tris Glycine SDS (annexe 4), sous une intensité de courant 
constante de 30mA. Un mélange de protéines colorées (Sigma, n°#671) a été utilisé 
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comme marqueur de poids moléculaire..  Après migration, le gel a été rincé dans de 
l’eau MilliQ, puis coloré avec une solution Instant BlueTM (Expedeon) basé sur le 
principe de la coloration au bleu de Coomassie, pendant 1h à 1 nuit. La coloration 
aspécifique du gel à été éliminée par rinçages répétés dans de l’eau MilliQ une nuit 
minimum. 
 
Analyse des acides nucléiques liés aux protéines en gel d’agarose : 
Un alicot de chaque extrait protéique a été additionné d’un tampon de dénaturation 
Laemmli et dénaturé comme dans le cas d’une analyse SDS PAGE. La solution 
dénaturée a été séparée par électrophorèse sur un gel d’agarose 1 à 2%, contenant 
0,5µg/mL de Bromure d’éthidium, dans un tampon TAE 0.5X (annexe 4). La présence 
d’acide nucléique dans le gel a été révélée par exposition aux UV. 
 
Construction des plasmides de sur-expression des ARNt : 
La séquence des gènes d’ARNt d’Escherichia coli (Ec) et de Pyrococcus abyssi (Pa) : PaVal 
(anticodon : GUC), PaLys (AAA), PaIle (AUC), PaAsn (AAC), PaMet (ATG), EcVal (GUC), 
EcLys (AAA), EcIle (AUC), EcAsn (AAC) ont été extraits de la banque de données 
Genomic tRNA Database (http://gtrnadb.ucsc.edu/) (Lowe and Eddy, 1997). 
Deux oligonucléotides déphosphorylés au niveau de l’extrémité 5’, et correspondant aux 
séquences sens et anti-sens des gènes d’ARNt ont été synthétisés par la société Intergrated 
DNA Technologies. 
Un mélange  d’oligonucléotides sens et anti-sens (50µM) a été incubé à 90°C et refroidis 
lentement, afin de permettre l’appariement des deux fragments d’ADN. Le fragment d’ADN 
double brin portant des extrémités cohésives AATT et TGCA en position 5’ et 3’ a été cloné 
dans un vecteur pBlue-Script digéré par les enzymes EcoRI et PstI, aboutissant aux vecteurs 
pBS-ARNt. 
Les gènes d’ARNt ainsi clonés sont placés sous contrôle du promoteur T5/opérateur Lac 
et le terminateur rrnC, et leur séquence a été vérifiée par séquençage (Sigma). 
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Production d’ARNt par sur-expression dans Escherichia coli 
Une souche XL1 Blue d’Escherichia coli (Agilent Technologies) a été transformée avec 
les vecteurs d’expression pBS-ARNt décrits précédemment, et sélectionné sur milieu 
solide LB Agar supplémenté avec de l’ampicilline (100µg/µL). Une colonie isolée a été 
utilisée pour inoculer une culture de 50mL de milieu OverNight Expressin Instant TB 
(Novagen), supplémentée avec 10% de glycérol et 100µg/µL d’ampicilline, et incubée 
durant 16 heures (une nuit + une matinée) à 37°C, 180rpm. Les cellules ont été 
centrifugées à 5000g pendant 10mn à 4°C. Les ARN totaux ont été extraits avec du 
TriReagent (Sigma) selon le protocole du fournisseur. La phase aqueuse a été précipité 
à l’isopropanol, incubé 30min à -20°C. Les ARN totaux précipités ont été centrifugés 
30mn à 20.000xg, 4°C, puis le culot a été lavé 3 fois avec de l’éthanol 70%. Après 
séchage à température ambiante, le culot a été resuspendu dans de l’eau RNAse free 
(Sigma), la concentration en ARN de la solution a été calculée d’après l’absorbance à 
260nm (NanoVue), et stockée à -80°C jusqu’à purification. 
 
Purification des ARNt par la méthode “crush and soak”: 
La solution d’ARN totaux a été additionnée avec un volume équivalent de tampon de 
dénaturation contenant 95% formamide (annexe 4), et dénaturée par chauffage à 70°C 
pendant 10mn. Les ARN ont été séparés par électrophorèse en condition dénaturante 
sur un gel de 20cm (épaisseur 1mm) contenant 8M urée, TBE1X (annexe 4), 
acrylamide/bisacrylamide 19 :1 6 à 8% sous une tension constante de 100V dans un 
tampon TBE1X. Une fois que le xylène cyanol est arrivé à quelques centimètres du bas 
du gel, celui-ci a été démoulé et la zone contenant les ARNt d’intérêt a été découpée à 
l’aide de la technique de visualisation (UV shadow ou ombre à l’ultraviolet) suivante : 
Le gel, placé sur deux couches de parafilm servant d’écran visuel, a été exposé 
brièvement par le haut par une lampe UV (courte longueur d’onde 238nm) dans une 
pièce noire, permettant de visualiser l’ombre créée par la présence des ARN dans le 
gel. Des encoches ont été rapidement effectuées dans le gel afin de délimiter la zone 
contenant l’ARNt sur-exprimé, visible sous la forme d’une ombre majoritaire, puis la 
bande de gel correspondante a été découpée sous lumière visible.  
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Cette bande de gel a été finement broyé (crush) à l’aide d’une pipette pasteur, puis les 
ARNt ont été élués (soak) dans un volume de 10 à 15mL de tampon d’élution contenant 0,5 
M ammonium acetate, 10mM magnesium acetate, 0,1% SDS, 1mM EDTA, pendant une nuit 
à 37°C avec agitation constante. 
Les fragments de polyacrylamide ont été centrifugés 10min à 5000g, lavés deux fois avec 
du tampon d’élution, puis les surnageant ont été réunis et filtrés à travers un filtre 0,22µm 
PES membrane (Millipore). Les ARNt ont été précipités par addition de 2 volumes d’éthanol 
absolu et incubation à -20°C une nuit. Après centrifugation à 15000g pendant 30min, le culot 
a été lavé par de l’éthanol 70%, séché et resuspendu dans de l’eau RNase free (Invitrogen). 
La concentration d’ARNt a été déterminée par mesure de l’absorbance à 260nm 
(NanoVue GE Healthcare) et la pureté de l’ARNt a été vérifiée par électrophorèse sur gel 
d’acrylamide.  
 
Note : les ARNt transcrits in vitro ont été purifiés selon la même méthode. 
  
Mesure de l’incorporation in vitro de la C14 L-thréonine  
Note : Dans toutes les expériences,  le milieu réactionnel de base indiqué par la suite est 
identique, mais les autres composants additionels peuvent être omis ou différents, de même 
que la température ou le temps d’incubation. Ces informations sont données dans la partie 
résultat. L’exemple ci-dessous correspond à une expérience type réalisée avec le complexe 
KEOPS et la protéine Sua5 de P.abyssi. Dans la partie II et III des Résultats, le milieu 
réactionnel de base contient systématiquement 100µM de MnCl2. 
 
Un milieu réactionnel de base contenant 50mM de tampon HEPES, pH8.0, 35mM de KCl, 
5mM de MgCl2, 5mM de DTT, 18,2µM de C14 L-thréonine (0,05 µCi, 55 Ci/mol, Hartmann 
Analytic), a été additionné de 100µM de MnCl2, 1mM d’ATP, 5mM de NaCO3, 1µM de KEOPS, 
1µM de Sua5, 5 µM d’ARNt dans un volume final de 50µL, et incubé à 55°C pendant 30min. 
Une goutte de 20µL d’huile minérale (Sigma Aldrich) a été déposée au niveau de la surface 
du milieu réactionnel afin d’empêcher l’évaporation. 
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Après incubation, la réaction est stoppée par l’addition de 1mL de TCA 15%, puis incubée 
sur glace pendant 30min à 1 heure afin de précipiter les macromolécules. Le matériel 
précipité a été filtré sur un filtre GF/F glass microfiber (Whatmann) pré-humidifié avec 1mL 
de TCA 15% placé dans un dispositif de filtration sous vide (Millipore). Le tube contenant le 
mélange réactionnel a été rincé 2 fois avec 1mL de TCA15%, puis le filtre a été lavé par 3 x 
1mL de TCA 5% suivi de 3 x 1mL d’éthanol 95%. Le filtre a été alors séché de manière 
extensive sous une lampe chauffante et hotte aspirante pendant 15min, puis placé dans une 
fiole contenant 3mL d’un cocktail de scintillation Emulsifier Safe (Zinsser analytic). La 
radioactivité présente sur le filtre a été mesurée par un détecteur Packard Liquid Scintillation 
Analyzer comme la moyenne des Coups par minute (CPM) sur une durée de 2min.  
La quantité de C14 L-thréonine présente sur le filtre a été calculée à partir d’une courbe 
de calibration obtenue à l’aide de différentes quantités connues de C14 L-thréonine déposé 
sur filtre (1 pmol thréonine = CPMx102,840). Le rendement de la réaction (en %) est calculé 
selon la formule [CPM mesuré – CPM (bruit de fond)]/102,840]/(pmol d’ARNt) x100. 
 
Extraction des ARNt après réaction d’incorporation in vitro: 
Un mélange réactionnel identique au précédent, en l’absence d’huile minérale, a été 
incubé dans les mêmes conditions, puis la réaction a été stoppée par addition de 450µL 
d’acétate d’ammonium  0,3M, pH 5.25. Les ARNt ont été extraits par addition d’un mélange 
iso-volumique  d’aquaphénol et de chloroforme/alcool isoamylique (Ready Red). Le mélange 
a été vortexé 1min, puis centrifugé 15min à vitesse maximum 15.000xg pendant 10min. La 
phase aqueuse supérieure a été récupérée, et soumise à une nouvelle étape d’extraction. La 
phase aqueuse obtenue a été additionnée de 250µL de chloroforme pour éliminer toute 
trace de phénol, centrifugée et ré-isolée. 
Les ARNt présents dans la phase aqueuse ont été précipités par addition de 2 volumes 
d’éthanol absolu et incubation à -20°C pendant 1 heure à 1 nuit. Après centrifugation à 
20.000xg pendant 30min, le surnageant a été éliminé, et le culot d’ARNt a été lavé à 




Digestion des ARNt en mononucléotides et séparation par 
chromatographie sur couche mince en 2D dimensions  
Le culot d’ARNt a été resuspendu dans 15µL d’acétate d’ammonium 50mM, additionné 
de 1 µg de nucléase P1 de Penicillium citrinum (Sigma), permettant de digérer l’ARN en 
mononucléotides 5’pN. La réaction de digestion a été incubée une nuit dans une étuve à 
37°C. 
Une solution de  5’p mononucléotides pA, pU, pG, pC froids (concentration 4µg/µL) 
servant de marqueurs de migration a été obtenue par digestion d’ARNt totaux de 
S.cerevisiae(Sigma) non radiomarqués dans les mêmes conditions.  
2µL de la réaction de digestion ont été mélangés avec 2µL à 4µL de la solution de 
marqueurs (équivalent à 8 à 16µg) et déposé sur une plaque de cellulose 10x10 cm CEL-300 
(Merck), par dépôt successifs de 0.5µL. Deux plaques identiques ont été utilisées pour 
chaque expérience. 
Les 5’P-mononucleotides ont été séparés en utilisant trois solvants de chromatographie 
différents : solvant A = acide isobutyrique/ammoniac 25%/eau (66/1/33 [v/v/v]), solvant B 
tampon phosphate/sulfate d’ammonium/propan-1-ol (100/60/2 [v/w/v]) and solvant C 
isopropanol/HCl 35%/eau (68/18/14 [v/v/v]).  
Une première migration verticale a été effectué dans le solvant A. Une fois que le front de 
migration a atteint le haut des plaques, celles-ci ont été séchées de manière extensive sous 
hotte pendant une nuit. La seconde dimension de chromatographie a été réalisée à 
perpendiculairement à la première migration, pour l’une des plaques dans le solvant B, et 
pour l’autre plaque dans le solvant C. Apres migration, les plaques ont été séchées, et un 
alicot (0,5µL) de la réaction de digestion initiale a été déposée aux 4 coins de chaque plaque, 
afin  de servir de repère pour aligner les images obtenues après révélation. 
La position des 4 nucléotides majoritaires pA, pU, pC, pG a été révélée par exposition aux 
UV, et la position du nucléotide pt6A radiomarqué a été révélé par exposition de la plaque de 
chromatographie sur écran au phosphore (GE), suivi d’une lecture à 533nm par un scanner 
Typhoon. Les deux images obtenues ont été superposées afin de comparer la position du 
nucléotide radiomarqué par rapport aux cartes de référence. 
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Activité ATPase en chromatographie sur couche mince  
Un milieu réactionnel de base contenant 50mM de tampon HEPES, pH8.0, 35mM de KCl, 
5mM de MgCl2, 5mM de DTT (identique au milieu réactionnel utilisé pour la réaction de 
biosynthèse de t6A in vitro), a été additionné des protéines d’intérêts (1µM par défaut), 
supplémenté de 100µM ou 10µM d’ATP froid et 1µCi d’ATP radioactif [αP32] ou [γP32] (par 
défaut l’ATP[αP32] est utilisé) (Perkin Elmers), dans un volume final de 20µL. D’autres 
composants réactionnels à différentes concentrations (ARNt, L-thréonine, carbonate, MnCl2) 
ont été ajoutés selon l’expérience (indiqués dans le texte). 
Ce mélange réactionnel a été incubé à différentes températures (par défaut 55°C), durant 
un temps variable (par défaut, 30mn), puis la réaction a été stoppée sur glace.  
 
Avant dépôt, une première migration dans de l’eau distillée a été préalablement 
effectuée sur une plaque 10X10cm PEI-Cellulose (ou 20x20 selon les cas) (Merck) afin 
d’éliminer les éventuelles impuretés.  Après séchage de la plaque, 1µL du  mélange 
réactionnel précédent a été déposé à 2cm de la partie inférieure de la plaque, puis le dépôt 
a été séché à température ambiante. Les nucléotides radioactifs ont été séparés par 
chromatographie sur couche mince (CCM) en plongeant la plaque verticalement dans un 
solvant D : 0,5 M KH2PO3- pH 3.5 (ou selon le cas dans un solvant E : LiCl 0,5M, acide 
formique 1M), sur une hauteur de 1cm. Lorsque le solvant a atteint la partie supérieure de la 
plaque, celle-ci a été séchée de manière extensive, puis la radioactivité a été révélée par par 
exposition sur un écran PhosphorScreen (GE) et une lecture à 533nm par un scanner 
Typhoon. 
Le solvant D permet de séparer les composés selon l’ordre : dépôt/ATP/ADP/AMP/Pi, le 
solvant E permet de séparer les composés selon l’ordre dépôt/ATP/PPi/ADP/Pi/AMP. 
 
Note: Dans la partie II des résultats, chaque sous complexe est à une concentration de 
1µM, l’ATP froid est à une concentration de 10µM, l’ARNtLys(UUU) à une concentration de 




Test de phosphorylation en SDS PAGE : 
Un mélange réactionnel similaire à celui utilisé pour le suivie de l’activité ATPase , 
contenant  25µM d’ATP froid supplémenté de 1µCi d’ATP [γP32], a été  additionné des 
protéines et des différents composants indiqués dans le texte, dans un volume finale de 
20µL, et incubé  à 55°C pendant 30mn. 1µL de la réaction a été analysée sur 
chromatographie sur couche mince , et le reste de la réaction a été additionnée de 5µL de 
tampon de dénaturation Laemmli 5X, et dénaturé par chauffage à 95°C pendant 10mn. Les 
protéines ont été séparées par SDS-PAGE 15%. A l’issue de la migration, les nucléotides fixés 
de manière aspécifique dans le gel ont été éliminés par un rinçage dans un bain de TCA 10% 
chauffé à 90°C, suivi d’un rinçage en TBE1X. Les protéines ont été révélées par coloration 
avec une solution InstantBlue. La radioactivité présente dans le gel a été révélée par 
phosphorimaging.  
 
Test d’interaction par gel filtration : 
Un mélange de 100µg de chaque protéine (combinaisons indiquées dans le texte) a été 
incubés dans un volume final de 200µL d’un milieu réactionnel contenant un tampon Tris-
HCl pH8, NaCl 200mM, glycérol 10% (ou d’autres composants si indication). Après incubation 
20min à 4°C, température ambiante ou autre selon indication, la totalité du volume 
réactionnel a été injecté sur une colonne SuperDex 200 10/300, et les complexes protéiques 
ont été séparés par chromatographie en gel filtration par FPLC, dans un tampon Tris-HCl 
pH8, NaCl 200mM, glycérol 10% à 4°C. La quantité de protéine présente dans chaque 
fraction (0,5mL) a été suivie en sortie de colonne par mesure de l’absorbance à 280nm, et la 
composition des fractions d’intérêt a été analysée par SDS-PAGE. 
 
Retard  sur gel d’acrylamide en condition native : 
Marquage des sondes: 
Les ARNt (ou ARN/ADN simple brin synthétiques) ont été déphosphorylés en incubant 
20pmol d’ARN avec 1 unité de Calf Intestinal alkaline phosphatase (CIAP) (Fermentas), dans 
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un volume de 10µL pendant 1 heure à 37°C, puis extraits par addition de 140µL d’acétate de 
sodium pH 5.25, 0,3M, et de 150µL d’un mélange d’aquaphénol/chloroforme/alcool 
isoamylique en proportions 25 :24 :1 (Ready Red). 
Le mélange a été vortexé et centrifugé 10min à 20.000xg, et les ARNt présents dans la 
phase aqueuse ont été précipités par ajout de 2 volumes d’éthanol absolu, et incubé 30mn à 
-80°C. 
Après centrifugation pendant 30mn à 20.000xg, 4°C, le culot d’ARN précipité a été séché à 
température ambiante, puis resuspendu dans un volume final de 20µL contenant 1µL de T4 
Polynucléotide kinase (T4PNK, NEB), un tampon adapté à l’activité phopshotransfèrase 
(tampon A, NEB), et 10µCi d’ATP[γP32] (6000 Ci/mmol) (Perkins), permettant de marquer 
radioactivement les oligonucléotides en position 5’. 
Après incubation à 37°C pendant 1 heure, le volume réactionnel a été ajusté à 50µL avec 
de l’eau RNAse free et l’ATP radioactif non incorporé a été éliminé par gel filtration sur 
colonne G25 (GE Healthcare) selon le protocole du fournisseur. 
La solution d’ARN radioactif obtenue a été chauffé à 75°C pendant 10mn pour dénaturer 
la T4PNK et assurer un repliement des ARNt, refroidie lentement à température ambiante et 
stockée à -20°C jusqu’à utilisation. 
Dans le cas des sondes 65mer ARN/ADN synthétiques, l’obtention d’une sonde 
radioactive double brin a été réalisée en hybridant une quantité équimolaire 
d’oligonucléotide simple brin radiomarqué avec un oligonucléotide complémentaire, incubé 
10 min. à 70°C puis refroidis lentement jusqu’à température ambiante. 
  
Retard sur gel: 
La réaction de fixation a été réalisée dans un volume final de 20µL contenant 0,05pmol 
(10nM) d’oligonucléotide (ARNt) radiomarquée et de protéine à différentes concentrations, 
dans un tampon contenant 50mM TrisHCl, pH8, 100mM NaCl, 1mM DTT, 5mM MgCl2, 
glycérol 5%. Après incubation pendant 15min à 4°C ou à température ambiante, 5µL de 
tampon de dépôt 5X (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 20% glycerol, 1 mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA, et 
0.1% xylène cyanol) ont été ajouté à la réaction, puis le mélange a été déposé sur un gel de 
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polyacrylamide (19 :1) 6%, TGE 1X (50 mM Tris, pH 7.5, 8 mM glycine, 0.1 mM EDTA), 
glycérol 5%, et les complexes nucléo-protéiques ont été séparés  par éléctrophorèse dans un 
tampon TGE1X, sous une tension de 100V (7.5 V/cm) à température ambiante pendant 3 à 4 
heures.  
Après migration, le gel a été séché puis la radioactivité a été révélée par exposition sur un 























Ce projet a été mis en place et mené grâce à l’intervention de différents participants, et 
je tiens à mentionner la contribution respective de chacun: 
A.Hecker : conception du polycistron KEOPS, clonage des gènes YgjD, YeaZ, YrdC, Qri7, 
Kae1, Cgi121, Bud32, Pcc1, Sua5. Mise au point de la purification de KEOPS, YgjD, YeaZ, 
Kae1, Qri7. 
T.Basta : clonage des ARNt  
E.Crozat : clonage des ARNt, mise au point de la réaction t6A in vitro 
D. Guetta : clonage, purification et caractérisation des sous complexes de KEOPS 
W.Zhang : purification des protéines de S.cerevisiae 
B.Collinet : purification des protéines de S.cerevisiae 





























































Annexe 1: A Guide to Understanding 
Journal Phraseology 
The author writes: It has long been known.  
REALLY means: I haven't bothered to look it up. 
 
The author writes: It is believed. 
REALLY means: I think. 
 
The author writes: It is generally believed. 
REALLY means: A couple of other guys think so too. 
 
The author writes: It is not unreasonable to assume. 
REALLY means: If you believe this, you'll believe anything. 
 
The author writes: Of great theoretical importance. 
REALLY means: I find it kind of interesting. 
 
The author writes: Of great practical importance. 
REALLY means: I can get some mileage out of it. 
 
The author writes: Typical results are shown. 
REALLY means: The best results are shown. 
 
The author writes: Three samples were chosen for further study. 
REALLY means: The others didn't make sense, so we ignored them. 
 
The author writes: The 4 hour sample was not studied. 
REALLY means: I dropped it on the floor. 
 
The author writes: The 4 hour determination may not be significant. 
REALLY means: I dropped it on the floor, but scooped most of it up. 
 
The author writes: The significance of these results is unclear. 
REALLY means: Look at the pretty artifact. 
 
The author writes: It has not been possible to provide definitive answers. 
REALLY means: The experiment was negative, but at least I can publish the data somewhere. 
 
The author writes: Correct within an order of magnitude. 
REALLY means: Wrong 
 
The author writes: It might be argued that. 
REALLY means: I have such a good answer for that objection that I shall now raise it. 
 
The author writes: Much additional work will be required. 
REALLY means: This paper is not very good, but neither are all the others in this miserable field. 
 
The author writes: These investigations proved highly rewarding. 
REALLY means: My grant is going to be renewed. 
 
The author writes: I thank Smith for assistance with the experiments and Jones for useful discussions on the 
interpretation of the data. 
REALLY means: Smith did the experiment and Jones explained it to me. 
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Annexe 2 : Constructions et clonage 
 







































5’-CATCACCATCACCATCAC-3’   (HHHHHH) 
 
ETIQUETTE STREPTAGII: 
5’-TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA-3’   (WSHPQFEK) 








































 NdeI/NotI pET26b Synthèse de gènes  
PaPcc1
-H
 NdeI/XhoI pET26b Sous clonage NdeI/XhoI pKEOPS 100  
PaBud32
-H
 NdeI/NotI pET9aSn1 
Bud32F 5’-CATATG AAGCTAATCAAGCAAGG  
Bud32(His)R 5’-GCGGCCGC TTA GTGATGGTGATGGTGATG 
CTGCGTAATCCAGCTTCTC 
ADN génomique 
Pyrococcus abyssi  
PaKae1
-H
 (NcoI)/NotI pET28a Cf Hecker et al., 2007  
ScQri7
-H



























Escherichia coli  
EcYjeE
-S
 NdeI/NotI pET26b Synthèse de gène 
ADN génomique 
Escherichia coli  
EcYrdC
-H






Escherichia coli  
P
-H






























KB    pKEOPS 500 
 
-H = étiquette hexahistidine 






OLIGONUCLEOTIDES UTILISES COMME AMORCES DE PCR POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE 



















































-H = étiquette hexahistidine 























# tRNA gene sequences are indicated in bold letters and the anticodon is underlined. EcoRI/PstI adaptor sequences are indicated in plain letters.  
 
 
OLIGONUCLEOTIDES UTILISES COMME SONDE POUR LES RETARDS SUR GEL 
 
RNA-F  GCUAUCAUGGAAUCUCGUUUAUCAGACUGGAAUUCAAGCGCGAGCUCGAAUAAGAGCUACUGUGG 
RNA-R  CCACAGUAGCUCUUAUUCGAGCUCGCGCUUGAAUUCCAGUCUGAUAAACGAGAUUCCAUGAUAGC 
 
DNA-F  GCTATCATGGAATCTCGTTTATCAGACTGGAATTCAAGCGCGAGCTCGAATAAGAGCTACTGTGG 

















Annexe 3 - Séquences et propriétés des 
protéines 
Pyrococcus abyssi (GE5) 






















































































1g/L = µM pI Ext coeff Abs (1g/L) 
Escherichia coli (K12 MG1655) 
YrdC 190 20.768 48µM 4,94 16960 0,817 
YeaZ 231 25.181 39,7µM 4,99 49960 1,984 
YgjD 337 36.008 27,8µM 5,92 22920 0,637 
YjeE 153 16.853 59,3µM 4,49 17420 1,034 
Pyrococcus abyssi (GE5) 
Sua5(His) 346 38.268 26,1µM 6,38 28420 0,743 
Sua5ΔNter-Strep 119 13.535 73,9µM 9,12 12950 0,957 
Sua5ΔCter-Strep 217 23.918 41,8µM 5,26 24980 1,044 
Sua5ΔCterΔH8-Strep 206 22.696 44,1µM 5,47 24980 1,101 
Pcc1-(His) 83 9.779 102,3µM 8,22 11460 1,172 
Kae1 324 35.368 28,3µM 6,68 21890 0,619 
Bud32  220 26.343 38µM 8,95 25900 0,938 
Cgi121    171 19.030 52,6µM 8,85 4470 0,235 
KEOPS-(His) 798 90.466 11µM 8,74 63720 0,704 
Sous-complexes de P.abyssi 
Pcc1(His)KAE1 407 45.147  22,1µM 7,26 33950 0,741 
Bud32-Cgi121-(His)    397 ~46.000 21,7µM 8,97 30370 0,658 
Kae1- Bud32-(His) 550 ~62.400 16µM 8,39 47790 0,764 
Kae1-Bud32-Cgi121-
(His)    
721 ~81500 12,2µM 8,69 52260 0,641 
Saccaromyces cerevisiae 
Sua5 426 46.530 21,5µM 6,77   
Kae1 386 42.740 23,4µM 6,79   
Bud32 261 29.930 33,4µM 8,81   
Cgi121 181 20.660 48,4µM 5,91   
Gon7 123 13.600 73,5µM 4,72   
Pcc1 88 9.990 100µM 5,3   
KEOPS 1039 116.900 8,6µM 6,31   











) gal dcm (DE3) pLysSRARE2 (CamR) 
 
La souche Rosetta2 est un dérivé de la souche BL21 (déficiente des protéases Lon et OmpT), conçue pour 
améliorer l’expression des protéines eucaryotes qui contiennent des codons rarement utilisés dans Escherichia 
coli. La souche originelle Rosetta fournit les ARNt pour les codons AUA (ile), AGG (arg), AGA (arg), CUA (leu), 
CCC (pro) et GGA (gly) sur un plasmide compatible résistant au chloramphénicol, pRARE. La souche Rosetta 2 
fournit un ARNt pour un 7
ème
 codon rare CGG (arg) en plus des six précédents. En fournissant ces codons rares, 
les souches Rosetta permettent une traduction « universelle »  
 
Le terme DE3 indique que l’hôte est un lysogène du phage λDE3, et porte ainsi une copie chromosomique du 
gène codant la T7 ARN polymérase sous contrôle du promoteur lacUV5 (inducible by addition of IPTG or using 
an auto‐inducible medium). Cette souche est utilisable pour la production de protéines dont les gènes sont 
clonés dans des vecteurs pET et inductibles par IPTG. 
Dans le dérivé pLysS, les gènes d’ARNt (argU, argW, ileW, 
glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU, thrU et argX) sous 
contrôle de leur promoteur d’origine sont présents sur le 
même plasmide qui porte le gène codant le lysozyme du 
phage T7 : le plasmide pLysRARE2. Le lysozyme du phage 
T7 est un inhibiteur naturel de la T7 ARN polymérase, et 
supprime ainsi l’expression basale de cette protéine avant 
l’induction, stabilisant ainsi les plasmides pET 
recombinants codant des protéines qui affectent la 
croissance et la viabilité cellulaire.  
Ce plasmide confère une résistance au chloramphénicol (CamR) 









XL1 BLUE (Stratagène) 
Génotype:  endA1 gyrA96(nal
R




















ANNEXE 4 : Recettes de tampons 
























GEL DE POLYACRYLAMIDE POUR PROTEINES 





Glycérol 50% SDS 10% 
Acryl/Bis 37/1 
40% 
APS 10% Temed 
5% 9,5mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 2,7mL 200µL 20 µL 
7% 8,4mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 3,8mL 200µL 20 µL 
7,5% 8,1mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 4,1mL 200µL 20 µL 
8% 8mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 4,3mL 200µL 20 µL 
9% 7,3mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 4,9mL 200µL 20 µL 
10% 6,8mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 5,4mL 200µL 20 µL 
12% 5,7mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 6,5mL 200µL 20 µL 
15% 4,7mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 8,1mL 200µL 20 µL 
18% 2,6mL 5 mL 2,5 mL 200 µl 9,7mL 200µL 20 µL 
 





Glycérol 50% SDS 10% 
Acryl/Bis 37/1 
40% 
APS 10% Temed 
3% 5,3 1,25 2,5 100µL 810µL 100µL 10µL 
TAMPON DE DEPOT 
Pour 1mL 
Tris 1MpH 7.5   10µL   (10mM) 
Glycérol 50%   400µL   (20%) 
EDTA 0,5M   2µL   (1mM) 
BSA50mg/mL   2µL  (100µg/mL) 
Xylène cyanol   1mg   (1mg/mL) 
H2O    qsp 1mL 
 
TAMPON DE MIGRATION TEG 5X 
Pour 1L 
Tris   30,3g  (250mM) 
Glycine  3g  (40mM) 
EDTA 0,5M  1mL  (0,5mM) 
H2O   qsp 1L 
 
Filtrer 
Pas d’ajustement du pH (environ 9/10) 
 
TAMPON DE MIGRATION 10X : 
Pour 1L 
Tris   30 g 
Glycine  144 g 
SDS 20%  50mL 
H2O   qsp 1L 
 
LAEMMLI 5X (TAMPON DE DEPOT) 
Pour 16mL 
H2O    6,8mL 
TrisHCl pH 6.8 0,5M   2mL 
Glycérol 100%    3,2mL 
SDS 20%    1,6mL 
bmercaptoethanol   0,8mL 




SEPARATION ET EXTRACTION DES ARN SUR GEL 
 





0,025% Xylène Cyanol 
 
Tampon Crush and Soak (pour extraction d’ARNt sur gel) 
0,5M acétate d’ammonium 




CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 
 
POUR SEPARATION AMP, ADP, ATP, PI : 
LiCl 0,5M, formic acid 1M 
KH2PO4 0,5M, pH3,5 (buffered with orthophosphoric acid) 
 
POUR SEPARATION PNUCLEOTIDES EN 2 DIMENSION : 
 
A/N1= isobutiric acid/concentrated ammonia/eau (66/1/33 [v/v/v]) 
165mL d’acide isobutyric  
2,5mL de solution ammonia (25%concentré)  
82,5mL d’H20. 
 
B/R2= phosphate buffer / NH4 sulfate / n-propanol (100/60/2 [v/w/v]). 
150g de ultrapure NH4 sulfate 
 250mL de 100mM de Na phosphate buffer (pH 6.8) 
Mélanger bien et chauffer à 50/60°C jusqu’à ce que  le NH4 soit entièrement dissous. Laisser la 
solution refroidir à T° ambiante,  
+5mL de 1-propanol (ce n’est pas de l’isoprop !!!). 
Continuer à mélanger jusqu’à ce que 
le précipité disparaisse. 
 
C/N2 = isopropanol/HCl /eau (68/18/14 [v/v/v]). 
170mL d’isopropanol  (2propanol) 
45mL de HCl fumant (37% le plus pure possible) 
35mL d’H20. 
 
TOUS LES SOLVANTS SONT GARDES A TEMPERATURE AMBIANTE DANS UNE ZONE VENTILEE.  







Transfer RNA are central elements of the translational system and carry a large diversity of 
modified nucleosides (derived from canonical nucleosides A, U, G, and C), which tune the stability, 
the decoding capacity and the identity of these oligonucleotides. t6A (threonylcarbamoyl-N6- 
adenosine) is a hypermodified nucleoside found at the position 37 (next to the anticodon) in all tRNA 
decoding ANN codons. It plays an essential role in the fidelity of translation through two main 
functions: (i) it ensures a correct conformation of the anticodon loop; (ii) it enhances 
codon/anticodon pairing to prevent frameshifting during translation. This nucleoside is universal, 
found in Archaea, Bacteria, Eukarya and also in organites such as mitochondria, which suggests that 
it appeared early in the evolution, probably before the last universal common ancestor (LUCA). 
Despite the importance of t6A and its distribution, its biosynthetic pathway has remained unknown 
for almost 40 years. 
 
Recently, genetic studies have shown that two universal proteins, Sua5/YrdC and Kae1/YgjD, are 
both necessary for synthesis of t6A in Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. In Bacteria, the 
in vitro synthesis of t6A requires two other bacterial specific proteins called YeaZ and YjeE. In Archaea 
and Eukarya, Kae1 (the YgjD orthologue) is a part of a conserved protein complex called KEOPS (for 
Kinase Endopeptidase and Other Proteins of Small size), with three other proteins Bud32, Cgi121 and 
Pcc1, that have no bacterial homologues. Since its discovery in 2006 in yeast, this complex has been 
involved in several cellular processes (telomere homeostasis, genome maintenance, transcription 
regulation), but its real function remained unclear. 
 
Using an in vitro biochemical approach we aimed to characterize and compare the t6A 
biosynthesis systems from the three domains of life, using as model organisms Pyrococcus abyssi 
(Archaea) Saccharomyces cerevisiae (Eukarya), and Escherichia coli (Bacteria). We have reconstituted 
for the first time an in vitro system for t6A modification in Archaea and Eukarya, using purified KEOPS 
and Sua5. This allowed us to propose a model for the catalytic mechanism, and using in vitro 
complementation experiments we demonstrated that this mechanism is universal: Sua5/YrdC 
orthologues are interchangeable, and the KEOPS complex is the functional analogue of the bacterial 
trio YeaZ/YgjD/YjeE. In the second part of this work we have studied the role of each sub unit in the 
synthesis of t6A. Using KEOPS from P. abyssi as model we demonstrated that Kae1 is the only 
catalytic component while the three other partners have distinct functions in dimerization, tRNA 
binding and allosteric regulation. Finally, we have focused on the t6A synthesis in the mitochondria of 
S.cerevisiae, and shown that Sua5 and Qri7, the mitochondrial orthologue of Kae1/YgjD, catalyze 
together the synthesis of t6A and so represent a minimal two-component system. 
 
Overall these findings shed light on the reaction mechanism of t6A synthesis in the three 
domains of life, and allowed proposing a scenario concerning the history of the t6A synthesis 








Les ARN de transfert, éléments centraux de la traduction, présentent une grande variété de 
nucléosides modifiés dérivés des nucléosides canoniques (A, U, G et C), qui modulent la stabilité, la 
capacité de décodage et l’identité de ces molécules. t6A (thréonylcarbamoyl-N6-Adénosine) est un 
nucléoside hypermodifié retrouvé en position 37 (adjacent à l’anticodon) au niveau de tous les ARNt 
qui s’apparient aux codons de la forme ANN. Il joue un rôle essentiel dans la fidélité de traduction à 
travers deux fonctions principales : (i) il intervient dans le maintien de la bonne conformation de la 
boucle anticodon ; (ii) il facilite l’appariement codon/anticodon afin d’éviter le décalage de cadre de 
lecture durant la synthèse protéique. Ce nucléoside modifié est universel, présent chez les Archées, 
les Bactéries, les Eucaryotes, mais également chez les organites (mitochondries et chloroplastes), ce 
qui suggère que son apparition représente une acquisition évolutive importante et très ancienne, 
probablement antérieure au dernier ancêtre commun universel (LUCA). Pourtant, la voie de 
biosynthèse de t6A est restée inconnue pendant près de quarante ans. 
Récemment, des études de génétique ont montré que deux protéines universelles, Sua5/YrdC et 
Kae1/YgjD, sont nécessaires à sa synthèse chez Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli. Chez les 
Bactéries, la synthèse in vitro de t6A requiert la présence de deux autres protéines spécifiques à ce 
domaine du vivant : YeaZ et YjeE. Chez les Archées et les Eucaryotes, Kae1 (l’orthologue de YgjD) fait 
partie d’un complexe protéique conservé appelé KEOPS (pour Kinase Endopeptidase and Other 
Proteins of Small size), aux côtés de trois autres protéines : Bud32, Cgi121 et Pcc1, qui n’ont pas 
d’homologues chez les Bactéries. Depuis sa découverte en 2006 chez S.cerevisiae, ce complexe a été 
impliqué dans plusieurs processus cellulaires (homéostasie des télomères, maintien du génome, 
régulation de la transcription), sans que sa fonction ne soit clairement élucidée. 
Nous avons entrepris de caractériser et de comparer par une approche biochimique in vitro les 
machineries de biosynthèse de t6A issues des trois domaines du vivants, en utilisant comme 
organismes modèles l’Archée Pyrococcus abyssi, l’Eucaryote Saccharomyces cerevisiae et la Bactérie 
Escherichia coli. (i) Nous avons montré pour la première fois que le complexe KEOPS et la protéine 
Sua5 catalysent ensemble la synthèse de t6A chez les Archées et les Eucaryotes. Nos résultats nous 
ont permis d’élaborer un modèle de mécanisme catalytique, et nous avons montré par des 
expériences de complémentation in vitro que ce mécanisme est universel : les différents orthologues 
Sua5/YrdC sont interchangeables, et le complexe KEOPS est l’analogue fonctionnel du trio de 
protéines YgjD/YeaZ/YjeE Bactérien. (ii) Nous avons alors étudié le rôle de chacune des sous-unités 
du complexe KEOPS de Pyrococcus abyssi dans la synthèse de t6A. Ainsi, nous avons montré que Kae1 
est le seul composant catalytique stricto sensus et que les trois autres partenaires ont des fonctions 
distinctes dans la régulation de l’activité catalytique. (iii) Enfin, nous avons étudié la synthèse de t6A 
chez la mitochondrie de S.cerevisiae, et avons montré que Sua5 et la protéine Qri7, l’orthologue 
mitochondrial de Kae1/YgjD, catalysent ensemble la synthèse de t6A et constituent ainsi un système 
minimaliste à deux composants. 
Ces résultats ouvrent la voie à une compréhension détaillée du mécanisme de biosynthèse de 
t6A dans les trois domaines du vivant, et permettent de proposer des scénarii évolutifs concernant 
l’histoire de la machinerie de synthèse de ce nucléoside modifié universel. 
Mots clés : t6A, ARNt, LUCA, Archées, protéine universelle, Kae1, Sua5, KEOPS. 
